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Uber ein avs ¢-Hamatin bei der Darmfaulnis entsprechendes 
Umwandlun:'‘sprodukt (,Kopratin“) und das zugehérige 
Porphyrin; Kopratin und Pyridinblutprobe. | 


6. Mitteilung tiber Umwandlungsprodukte der Farbstoffe 
aus Fleisch und Blut. 


Von 


0. Schumm. 
Mit 1 Tafel. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Mai 1926.) 





Die Pyridinprobe*) gilt bekanntlich als eine der besten 
Reaktionen zum Nachweis von Blutspuren; Lésungen von reinem 
a«-Himatin in Pyridin geben bei geeigneter Konzentration nach 
Zusatz von Schwefelammonium oder wenig Hydrazinhydrat 
das sog. Pyridin—Haimochromogenspektrum, ein héchst aus- 
geprigtes Absorptionsbild, dessen Hauptabsorptionsstreifen durch 
einen bestimmten Absorptionswert gekennzeichnet ist. 

Wendet man diese Reaktion auf Faeces an, so erhilt 
man oft kein eindeutiges Ergebnis’), selbst wenn verunreinigende 
pflanzliche Farbstoffe geniigend entfernt sind. Falls die fir 
die Anstellung der Reaktion bestimmten Extrakte keine sté- 
rende Mengen von Hydrobilirubin enthalten, miiBte die An- 
wesenheit von Himatin durch den schmalen symmetrischen 
Hauptstreifen auf etwa 557 und einen viel schwacheren Neben- 
streifen auf etwa 527 zum Ausdruck kommen. Untersucht 
man wahllos die Faeces Gesunder bei gemischter Kost oder 
von Kranken mit Blutungen im Bereich des Verdauungskanals, 
so findet man bald das angegebene reine Pyridin—Hamochro- 





1) Vgl. Walter Dilling, Atlas der Himochromogene, Verlag von 
F. Enke, Stuttgart 1910, dort die altere Literatur, O. Leers, Die foren- 
sische Blutuntersuchung, Berlin, J. Springer 1910, ferner Abderhaldens 
Biochemisches Handlexion und Handbuch der Biologischen Arbeits- 
methoden, sowie OC. Neuberg, Der Harn, Il. Teil, 1911, 8.1214 usw. 
“~~ S\S4) Vgl. auch meine vorliufige Mitteilung, diese Zs. Bd. 144, §. 272 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIL. 1 
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mogenspektrum’), bald ein nicht eindeutiges Mischspektrum 
oder auch nur einen schmalen Streifen auf etwa 545 (vgl. die 
Spektraltafel). 

W. Dilling, der die Spektralreaktionen des reinen Blut- 
farbstoffs mit Pyridin und dhnlichen Stoffen eingehend gepriift 
hat, gibt iiber diese Erscheinung nichts an. — Es wire zwar 
denkbar, daB auf dem Gebiete forensischer Untersuchungen 
gelegentlich Ahnliches beobachtet wird, doch habe ich weder bei 
Ziemke*) noch bei Leers*) eine Angabe dariiber gefunden. 
in der neuesten Auflage von Hoppe-Seyler-Thierfelders 
Handbuch der physiologisch und. pathologisch-chemischen Analyse 
wird sie ebenfalls nicht erwihnt. Wegen der entscheidenden 
Bedeutung, die der Pyridinprobe oft sowohl bei forensischen 
als auch bei klinischen Untersuchungen zukommt, hielt ich es — 
fiir nétig festzustellen, ob auch der obige regelwidrige Ausfall 
der Reaktion *) als positiver Blut- bzw. Himatinbefund gelten darf. 
Bei der Faecesuntersuchung gilt die Entscheidung namentlich 
der Frage, wie der alleinige Nachweis eines deutlichen Absorp- 
tionsstreifens auf 545 zu bewerten ist (vgl. die Tafel, Fig. 4). 

Ich habe nun gefunden, daB dieses Spektrum durch einen 
besonderen Farbstoff hervorgerufen wird, der nicht etwa aus 
Blut oder Hamatin durch Pyridin, sondern aus @-Haimatin 
durch die Darmfaulnis entsteht und héchstwahrscheinlich auch 
auBerhalb des menschlichen Organismus aus Blut (auch Fleisch) 
durch Faulnis gebildet werden kann. Der bislang nur roh 
isolierte Farbstoff, den ich weiterhin als ,Kopratin“ bezeichnen °) 
werde, ist, abgesehen von seiner besonderen Pyridinreaktion 
namentlich dadurch gekennzeichnet, daB er bei vorsichtiger 





1) a. a. O. 

*) E. Ziemke, Chemische, mikroskopische und physikalische 
Methoden der Blutuntersuchung in Abderhaldens Handbuch der biolog, 
Arbeitsmethoden, Abt. IV, Teil 12, Heft 2 (1924). 

’) O. Leers, a. a. O. 

*) Bei der Untersuchung yon frischem Mekonium (10 Faille) habe 
ich mit dieser Reaktion meistens einen deutlichen — an o-Himatin 
feststellen kénnen. 

5) Die Bezeichnung Koprohimatin bleibt der Eisenkomplexverbin- 
dung des Koproporphyrins vorbehalten. 
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Behandlung mit Hydrazinhydrat-Hisessig nach dem Verfahren 
von Papendieck-Bonath!) ein besonderes Porphyrin liefert, 
das von dem bei der gleichen Behandlung aus Hamatin ent- 
stehenden Porphyrin (@-Himatoporphyroidin) auffallend ver- 
schieden ist. Die (durch Kochen mit Ferroacetat in Hisessig) 
aus dem Porphyrin des Kopratins gebildete Eisenverbindung 
gibt die oben beschriebene eigentiimliche Pyridinreaktion ebenso 
wie das urspriingliche Kopratin, so daB auch auf diesem Wege 
der auffallige Unterschied gegentiber Himatin festzustellen ist. 

Die enterogene Entstehung des Kopratins?) aus a-Haimatin 
148t sich sowohl bei Gesunden nach Zufuhr blut- oder himatin- 
haitiger Nahrung als auch bei Kranken nach Magenblutungen 
(Ulcus, Carcinom) tiberzeugend beweisen. Das Mengenverhiltnis 
zwischen Haimatin und Kopratin wechselt von Fall zu Fall. 
Die Menge des gebildeten Kopratins ist abhingig von der 
Menge des verfiigbaren aw-Haimatins. Grofe Mengen habe 
ich bislang nur gefunden, wenn viel Hamatin (Blutwurst’)) 
aufgenommen oder stirkere Blutungen vorhergegangen waren. 
In solchen Fallen kann zunichst vorwiegend «-Himatin und 
erst in den spiteren Entleerungen vorwiegend, manchmal fast 
allein Kopratin ausgeschieden werden. Untersuchte ich wahllos 
die Faeces eines Gesunden bei durchweg nur schwach blut- 
haltiger (wenig Fleisch), tageweise sogar blutfreier Kost, so 
fand ich bei der Verarbeitung kleinerer Mengen Faeces 
manchmal kein «-Himatin, sondern nur kleine Mengen Kopratin. 
Es scheint demnach, daB beim Zugang nur geringer Mengen 
von Verdauungshimatin (#-Himatin) zam Darm eine ziemlich 
volistandige, in besonderen Fallen vielleicht sogar restlose Um- 
wandlung in das Kopratin erfolgen kann. Die Pyridinprobe 
liefert dann das Spektrum: Streifen I etwa 545 (schmal, sym- 
metrisch), Streifen IJ (516) oft nicht nachweisbar, weil zu 
schwach bzw. durch die Allgemeinabsorption im Griin verdeckt. 





1) A. Papendieck u. K. Bonath, Diese Zs. Bd. 144. §. 61 (1925). 

2) Das Vorkominen von Kopratin in frischem Mekonium ist noch 
fraglich. 

8) Ich iiberzeugte mich, daB in der Wurst ,,Kopratin“ nicht auf- 
zufinden war. | 


1* 
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Ich habe mich zwar noch nicht davon iiberzeugen kénnen, daB 
das Kopratin etwa physiologischer Weise in kleiner Menge als 
Bestandteil der Galle in den Darm gelangt; diese Frage muB 
aber im Hinblick auf die Verwertbarkeit der erwaihnten Blut- 
probe fir klinisch-diagnostische Zwecke weiter bearbeitet 
werden. Bei den bislang von mir untersuchten Gesunden 
konnte ich nach langerer blutfreier Ernihrung das Kopratin 
bei der Verarbeitung kleiner Mengen Faeces nicht mehr auffinden. 

Die Anwesenheit von Kopratin laBt sich unter giinstigen 
Bedingungen (hoher Kopratingehalt, geringer Gehalt an Nah- 
rungs- und Kotfarbstoffen) schon dadurch feststellen, daB man 
die Faeces mit Pyridin*) extrahiert und den mit wenig Hydrazin- 
hydrat versetzten Auszug spektroskopisch priift: schmaler Streifen 
auf ungefihr 545 oder, bei gleichzeitiger Anwesenheit abnlicher 
Mengen von a@-Hamatin: Doppelstreifen etwa 557 und 545. Bei 
gréBerem UberschuB eines der beiden Farbstoffe kann der 
Streifen des anderen mehr oder weniger verdunkelt oder nur 
als Vorschatten oder Nachschatten zum Hauptstreifen erkennbar 
sein. Das gilt ebenso fiir das aus vorher gereinigten Faeces 
abgeschiedene Gemisch aus Haimatin und Kopratin. 

Zur Darstellung des Farbstoffgemenges bzw. des Ko- 
pratins aus Faeces habe ‘ch vorlaufig besonders folgenden, 
aus altbekannten Einzelveriehren bestehenden Gang benutzt: 

Reinigung der Faeces mit Alkohol—Ather, danach mit 
Ather, Extraktion mit Hisessig, Nachwaschung mit Ather; 
Hisessig—Atherauszug griindlich gewaschen, durch wiederholtes 
Ausschiitteln mit kleinen Mengen Salzsiure von vorgebildetem 
Porphyrin befreit, durch Waschen entsauert, eingedampft. Sind 
im Riickstand einigermaBen betrichtliche Mengen Rohfarbstoff 
vorhanden, so kann er mit Petrolither*) gewaschen werden. — 
Wird der Farbstoff mit Hydrazinhydrat—Kisessig behandelt 
und aus dem in verdiinnte Salzsiure iiberfihrten Porphyrin- 
gemenge das a-Himatoporphyroidin durch Ausschiitteln mit 





1) In manchen Fiillen gelang die Extraktion der Himatine aus 
Faeces mit Pyridin nicht so gut wie mit Eisessig. 

*) Petrolither lést nur Spuren Haimatin (0. Schumm in C. Neu- 
berg, Der Harn §. 1215). 
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vielen Portionen Chloroform entfernt, so bleibt ein groSer Teil 
des dem Kopratin zugehérigen Porphyrins in der Salzsaure 
zuriick, kann daraus in bekannter Weise in Ather gebracht und 
daraus abgeschieden werden. Aus diesem Porphyrin la8t sich 
durch Einfihrung von Eisen ein Farbstoff wiedergewinnen, der, 
soweit bislang gepriift, die Kigenschaften des urspriinglichen Ko- 
pratins aufweist, ihm spektroskopisch jedenfalls gleicht. 

Wenngleich die Entstehung des Kopratins aus «-Haimatin 
durch die unten beschriebenen Untersuchungen an Gesunden 
und Kranken bewiesen erscheint, so ist es doch von Bedeutung, 
daB sich auch auBerhalb des menschlichen Organismus aus 
Blut auf bakteriochemischen Wege ein Farbstoff hat erzeugen 
lassen, der bei dem vorliufig erreichten Reinheitsgrade einen 
deutlichen Unterschied von Kopratin nicht erkennen lie’. Das 
gilt auch fiir das zugehérige, durch Behandlung mit Hydrazin- 
hydrat in Eisessig erhaltene Porphyrin. Die Gewinnung des 
erwihnten Farbstoffs aus Blut durch (kiinstlich eingeleitete) 
Faulnis ist in meiner Abhandlung iiber die aus Fleisch und 
Blut durch Faulnis entstehenden Himochromogene und Hi- 
matine beschrieben.’) 

Die zusammengehdérigen oben besprochenen Verbindungen 
sind durch folgende Spektralreaktionen gekennzeichnet: 




















b) — Kisessig + Hydr- | Aus dem Por- 
: a) durch. azinhydrat (Porphyrin- phyrin dar- 
Reaktions- Pyridin + -bildung) gestellte 
produkt, ent- Se ae NE agers pei ° Eisenverbin- 
standen aus: | Bene mage ng dung in Pyri- 
bydrat haltigem 25°/,iger | din + Hydr- 
Ather Salzsiure | azinhydrat 
a-Himatin (Ver-| I. 557*/, | 1 682 L602 | L557 1, 
dauungshé- | II. 527'/, | Il. 575 If. 557 II. 527+/, 
matin n. von Til. 536 
Bey ner IV. 502 
I. 545 I. 621 (bis 621,5)} I. 591,5 I. 545 
If. 516 IT. 566 I. 548,5 If. 516 
Kopratin III. 524 
(vgl. die IV. angenihert 493 
Spektraltafel) vgl. auch §. 15 














1) Diese Zs. Bd. 147, S. 221 (1925). 
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Anmerkung: Die Spektra dieser beiden ,,Himatine“ und ihrer 
obigen Umwandlungsprodukte besitzen die Grenzlage nach Rot bzw. 
Violett. Die entsprechenden Spektra der tibrigen vom Blutfarbstoff sich 
ableitenden Porphyrine liegen nach der Mitte des Spektrums verschoben. 


Die aus dem Porphyrin des Kopratins (= Kopratoporphyrin) 
nach dem Verfahren von Zaleski dargestellte Kupferverbin- 
dung gab in Pyridin ein 2-streifiges Spektrum: I. 5617/,, 
II. etwa 5271/,, wahrend die ebenso dargestellte Kupferverbin- 
dung des Koproporphyrins den Str. 1 auf etwa 5631/, zeigte. 

Bei der Veresterung des Kopratoporphyrins wurde eine 
Verbindung erhalten, die folgende Kigenschaften zeigte: Lésung 
in Chloroform: I. 620,2, II. 565,83, IIL. unsymmetrisch, Mitte 
etwa 530,8, Max. etwa 532,8, IV. angenthert 498; nach dem 
Schiitteln mit gleichviel 25°/, iger Salzsiure: Chloroformschicht 
[. 597,4, IIT. 553,3 (Ort des Minimums), Max. a) 558,4, b) 548.6; 
in die Salzsiure geht nur wenig Farbstoff iiber. Das Ver- 
esterungsprodukt war auch in Kohlenstofftetrachlorid leicht 
léslich: I. 6243/,, IL. 568,8, IIL. 529,7 (Ort des Minimums) 


? 


IV. Streifen Griin/Blau. — Die Ahnlichkeit mit Koproporphyrin 
zeigte sich also auch bei dem Veresterungsprodukte (vgl. aber 
die Angaben auf S, 17). 








Veresterungsprodukt 
aus Kopratoporphyrin 
und Methylalkohol’) 


Koproporphyrin- 
methylester 








: 621,0 620,2 
Chloroform- : a) 577T1/, b) 566,0 b) 565,3 

léeung 588 1/, 582,8 
498 498, angenahert 





Chloroformlésung 599,35 *) 597,47) 
nach dem Schiitteln 555,0*) (Ort des 553,37) (Ort des 
mit 25°/, iger Minimums) Minimums) 
Salzsiiure Max. a) 5591/, b) 550'/, |] Max. a) 558,4 b) 548,6 














1) Die Zahlen kénnen noch nicht als genau richtig gelten, da zu 
ihrer Feststellung vorliufig nur rohe nicht krystallisierte Produkte zur 
Verfiigung standen. 

*) Diese vergleichende Priifung bestitigt wiederum, da sich ein- 
ander ihnliche Porphyrine oft doch deutlich durch die Chloroform-Salz- 
siureprobe der Ester unterscheiden (vgl. Diese Zs. Bd. 136, S. 255 (1924). 
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Versuche. 


1. Gesunder Erwachsener, gemischte, fleischarme Kost. 
Faeces mit Alkohol—-Ather gewaschen, lufttrocken mit Pyridin 
extrahiert. Pyridinauszug: schmaler symmetrischer, scharf ab- 
gegrenzter Streifen auf 544,7 (davor Andeutung eines Streifens 
auf ungefahr 557), nach Zusatz eines Tropfens Hydrazinhydrat: 
etwa dasselbe: symmetrischer schmaler Streifen auf 545,0. 

2. Dieselbe Versuchsperson, gemischte Kost. 

Ein Teil der Faeces wird mit Alkohol—Ather (= ,,A“) ge- 
waschen, ein Teil mit Aceton (= ,,B“)'), danach je mit Pyridin 
bzw. Hisessig und Ather extrahiert. 








A 





2 
Eisessig—Ather- 


2 


Eisessig—A theraus- 








| auszug gewaschen, L zug gewaschen, 
Pyridinauszug | verdampft, Riick- | Pyridinauszug | verdampft, Riick- 
stand in Pyridin stand in Pyridin . 
gelést gelést 
Deutlicher Strei-| Dasselbe Spek- | Sehr schwacher| Nach Zusatz von 
fen auf 557 | trum wie bei ,,1“,| Streifen la, an-| Hydrazinhydrat 
dunklerer, j|aber stirker, so|genihert 558, I. a) 557, 
schmaler Strei-|daB auch die zu-}| schwacher b) 545. 
fen 544,9 nach | gehorigen Streifen | Streifen Ib auf} II. a) eben an- 
Zusatz v. Hydr-| ,,II“ erkennbar |544,8 nach Zu-| gedeutet, ange- 
azinhydrat das- | sind satz von Hydr-| nihert 526. 
selbe, 557, 545,1; I. a) 557, azinhydrat das- b) deutlich, 
b) 545. selbe Spektrum/| 516. 








II. a) s. schwach, 
angenihert 526 
b) deutl., 516 








Das Spektrum ist 
dasselbe wie bei 
yA", nur sind 
die Streifen Ia 
und Ila (des 
echten Himo- 
chromogens) im 
Verhiltnis zu Ib 


~und IIb schwi- 


cher als im Ver- 
such ,,A,“ 


1) Die vergleichende Beobachtung von A, und B, (in der Tabelle) 
weist darauf hin, da8 beim Auswaschen der Faeces mit Aceton mebr 
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3. Gesunder Erwachsener, seit mehreren Tagen gemischte 
(aber gemiisefrei) Kost, auBer Fleisch etwas Blutwurst!); Faeces 
von normaler Konsistenz. 

Faeces mit Alkohol—Ather griindlich gewaschen und an 
der Luft getrocknet. 

a) Teil mit Pyridin extrahiert, filtriert, mit Hydrazinhydrat 
versetzt. Atypisches Haimochromogenspektrum, Streifen I hat 
zwei gleich starke Maxima, a) 557, b) 545}/,. 

b) Teil mit Eisessig und Ather extrahiert, der Auszug 
mit vielen Portionen Wasser gewaschen, die Hauptmenge ein- 
gedampft. 

1. Teil des Riickstandes in Pyridin gelést und mit Hydr- 
azinhydrat versetzt: Spektrum wie oben, I. a) 557,0, b) 545,7. 
II. viel schwi&cher, uneinheitlich, undeutliches Maximum an- 
genihert 518. 

2. Teil des Riickstandes in 10 ccm Eisessig gelést, mit 
_wenigen Tropfen Hydrazinhydrat versetzt, 3 Stunden stehen 
gelassen, mit Ather versetzt, mit Wasser entmischt; der Ather, 
mit Wasser wiederholt gewaschen, gibt das Doppelspektrum 
zweier Porphyrine, Streifen I a) 632, b) 6211/, (b etwas 
schwicher als a), Wiederholung des Versuchs ergibt dasselbe. 

8. Teil des Riickstandes wie bei ,,2.“ behandelt, aber 
16 Stunden stehen gelassen; Ergebnis: dasselbe. Die Porphyrin- 
lésung wird verdampft, mit Ferroacetat in Hisessig in tiblicher 
Weise in die Kisenverbindung verwandelt, die in Pyridinlésung 
mit Hydrazinhydrat das Doppelspektrum gibt: I. a) etwa 5571/,, 
b) etwa 546. Wiederholung des Versuchs ergibt dasselbe. 

4. Der Rest der Atherlésung ,,b“ wird mit tiberschiissigem 
Ammoniak geschiittelt, wobei aller Farbstoff tibergeht. Kin 





o-Hiimatin verloren gegangen ist. Die Versuche wurden wiederholt 
und dabei aus den Essigsiure-Atherextrakten durch Ubersittigen mit 
Ammoniak das Farbstoffgemenge abgeschieden. Auch so konnten beiden 
»Himatine’ nebeneinander nachgewiesen werden. 

1) Ein Teil der Wurst wurde auf das darin enthaltene Himatin 
geprift. Es verhielt sich wie «-Himatin, gab in Pyridin und Hydrazin- 
hydrat nur den einheitlichen Streifen I auf 557'/, und bei der Ent- 
eisenung mit Eisessig und Hydrazinhydrat nur o«-Himatoporphyroidin 
(Lisung in Ather: Streifen I 632). 
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Teil der ammoniakalischen Lésung wird mit Schwefelammonium 
versetzt: atypisches Haimochromogenspektrum, Streifen I hat 
2 Maxima, a) 556,9, b) 545. Der Rest der ammoniakalischen 
Lésung wird mit Hydrazinhydrat versetzt: ahnliches Spektrum, 
I. 5531/,, b) etwa 544, 

c) Ein weiterer Teil wird genau wie bei ,,b“ behandelt, 
der Riickstand mit Petrolither verrieben, wobei das Roh- 
himatin in Gestalt brauner Flocken zuriickbleibt, diese werden 
abfiltriert, in etwa 25 com Hisessig gelést, mit einer Mischung 
aus 5 ccm Kisessig und 6 Tropfen Hydrazinhydrat versetzt und 
20 Stunden stehen gelassen, mit viel Ather verdiinnt, mit 
Wasser entmischt, die abgetrennte Atherlésung wiederholt ge- 
waschen und etwas eingeengt. Die stark rote Lésung gibt 
das Doppelspektrum wie oben, I. a) etwa 631, b) 6212/,; 
Il. Maximum a) etwa 5757/,, b) 5667/, usw. Ein Teil der 
Lésung wird verdampft, der Riickstand mit einem Tropfen 
n/10-Kalilauge befeuchtet und in 25°/, iger Salzsdure gelést; 
die blauviolette Lésung gibt das Doppelspektrum zweier Por- 
phyrine, Streifen I a) 602,4, b) 591,5. Streifen III viel 
stirker, uneinheitlich. Die salzsaure Lésung wird zur Ent- 
fernung des im Gemisch offenbar vorhandenen a-Himato- 
porphyroidins mit 15 Portionen Chloroform ausgeschiittelt und 
zeigt danach den Streifen I einheitlich, wihrend der Streifen III 
noch nicht ganz einheitlich erscheint. Nach dem Verdiinnen 
mit 25°/, iger Salzsiure liegt der Streifen I auf etwa 5917/,. 
Aus dieser Lésung wird der Farbstoff mit Natriumacetat in 
Ather gebracht und die Lisung gut gewaschen, Spektrum ziem- 
lich einheitlich. I a) schwacher Schatten, ganz angenahert zu 
629 bestimmbar, b) schmaler, scharf abgegrenzter Streifen auf 
621, IL. schmales Maximum (violettwirts) auf 566 (schwaches 
Maximum angenihert 573/,), II]. Maximum (violettwirts) 5237/, 
(schwacheres auf angeniihert 529). Die Lésung wird verdampft, 
der Riickstand in bekannter Weise in die EKisenverbindung 
verwandelt; diese, in Pyridin gelést, gibt das Spektrum I. 545,2 
mit Vorschatten auf etwa 555,2, I. schwach, ganz angeniahert 
516, nach Zusatz von Hydrazinhydrat etwa dasselbe I. 545,4 
mit Vorschatten auf 5551/,, Il. schwach, angenihert 516?/,. 
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4. Dieselbe Versuchsperson, Faeces eines der folgenden 
Tage. 

Vorversuch. Teil mit Alkohol—Ather gereinigt, danach 
mit Pyridin extrahiert. Filtrat gibt einen schmalen starken 
Streifen von 548 bis 542 (Maximum 545) mit schwachem Vor- 
schatten auf angenihert 558, nach Zusatz von Hydrazinhydrat 
etwa dasselbe 545'/, (stark), angen&hert 558 (schwach). 

Hauptversuch. Teil mit Alkohol—Ather gewaschen, 
danach zur Entfernung vorgebildeten Porphyrins mehrmals mit 
Salzsiure ausgeschiittelt, durch Waschen entsiuert und ver- 
dampft. Der Riickstand wird in 20 ccm Eisessig gelést, mit 
einer Mischung aus 2 ccm LEisessig und 2 Tropfen Hydrazin- 
hydrat versetzt und 1 Stunde stehen gelassen. Lin Teil, 
in oben beschriebener Weise verarbeitet, gibt ein Porphyrin- 
gemenge, das nur wenig w-Himatoporphyroidin enthalt; Spek- 
trum der iatherischen Lésung: I. a) sehr zarter Streifen auf 
etwa 632, b) starker schmaler Streifen auf 621,6. II. Maxi- 
mum (violettwarts) 566,5. II]. Maximum b) 524, IV. starker 
Streifen Griin/Blau. Bald danach wird der Rest verarbeitet. 
Das Porphyrin zeigt wieder dieselbe Lage der Hauptstreifen, 
I. 621,4, Il. 566,0, IT]. Maximum b) 524, IV. angenahert 497 
(Mitte). Die Lésung wird verdampft, der Riickstand in be- 
kannter Weise in die Eisenverbindung verwandelt. Sie gibt 
in Pyridin gelést das Spektrum I. a) sehr schwach angenihert 
557/,, b) stark 545,0; Il. schwach, angenahert 516, nach Zu- 
satz von Hydrazinhydrat dasselbe (I. b) 545, Il. 515,8). 

5. Dieselbe Versuchsperson, seit mehreren Tagen fleisch- 
arme, gemiisefreie Kost (auch frei von Blutwurst). 

Die Faeces enthalten fast nur dasjenige ,Hamatin“, das 
in Pyridin mit Hydrazinhydrat Streifen I auf 545 oder 5451/, gibt. 

6. Gesunder Erwachsener, gemischte aber gemiisefreie 
Kost. Die Faeces werden mit Alkohol—Ather gewaschen, mit 
Eisessig—Ather extrahiert, der Auszug oft mit Wasser ge- 
waschen, dann wiederholt mit 5°/,iger Salzsiure ausgezogen, 
bis die geringen Mengen vorhandenen Porphyrins') entfernt 





1) Dieses vorgebildete Porphyrin wurde aus der Salzsiure mit 
Natriumacetat in Ather gebracht. Die atherische, mit Wasser wieder- 
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waren, durch Waschen mit Wasser entsiuert und ver- 
dampft. 

a) Teil des Riickstandes in Pyridin gelist, mit Hydrazin- 
hydrat versetzt: atypisches Himochromogenspektrum, Streifen I 
schmal, scharf begrenzt auf 5451/, mit rotwarts vorgelagertem 
sehr schwachem Schatten auf.ungefihr 5571/,. 

b) Hauptmenge in oben beschriebener Weise in Eisessig 
mit wenigen Tropfen Hydrazinhydrat enteisent (20 Stunden 
bei 15—20%, 

Das aus dem Reaktionsprodukt abgeschiedene Koprato- 
porphyrin gab in schwach essigsaiurehaltigem Ather das Spek- 
trum I. 621,6; II. Maximum (violettwirts) etwa 5661/,; II]. Maxi- 
mum (violettwirts) etwa 524,0; IV. starker uneinheitlicher 
Streifen Griin/Blau. Das Porphyrin wurde in bekannter Weise 
in die Kisenverbindung iibergefiihrt, diese gab, in Pyridin gelést 
das Spektrum I. 545,4, nach Zusatz eines Tropfens Hydrazin- 
hydrat I. 545,7 (Il. schwach, angenihert 517). 

7. Versuch 4 (s. d. vorige Seite) wird an derselben Person 
und an einem anderen gesunden Erwachsenen (Alter 19 Jahre) 
bei entsprechender Kost wiederholt. Das Ergebnis ist dasselbe. 

8. Gesunder Erwachsener, 20 Jahre alt, 2 Tage lang ge- 
mischte, aber gemiisefreie Kost, auBer Fleisch etwas Rot- 
wurst. 

Die am dritten bis fiinften Tage danach entleerten Faeces 
werden gesondert in der unter ,,6“ beschriebenen Weise ver- 
arbeitet. Die ersten 2 Tagesmengen ergaben vorwiegend 
a-Himatin, die Faeces des folgenden Tages mehr Kopratin 
als «-Himatin. Das Farbstofigemenge, in der oben beschriebenen 
Weise (s. ,,6 b“) mit Hisessig und Hydrazinhydrat behandelt, 
ergab in entsprechender Menge ein Gemisch aus e-Porphyroidin 
und Kopratoporphyrin. Es wurde in Salzsiure gebracht, daraus 





holt gewaschene Lésung gab das Koproporphyrinspektrum, zeigte also 
nicht den Streifen I. 632 des Porphyrins von Papendieck. Sie wurde 
verdampft, der Riickstand in oben beschriebener Weise in die Eisen- 
verbindung verwandelt und diese in Pyridin und Hydrazinhydrat ge- 
priift: Streifen I 546,7 (ziemlich genau auf die Koproporphyrin—Eisen- 
verbindung passend. 


* 
hii alll 
. 





i2 0. Schumm, 


mit Chloroform das @-Porphyroidin entfernt. Aus der Salz- 
siure wurde das darin verbliebene Porphyrin mit Natriumacetat 
in Ather gebracht, die gewaschene Atherlésung gab das Spek- 
trum wie oben: I. 621,8; Il. 566,3; IIT. 524,83; IV. (Mitte) an- 
genahert 493. 

9. Alter Mann, inoperables Magencarcinom. Die Faeces 
gaben bei blutfarbstofffreier Kost stark positive ,,Blutreaktionen“. 
Verarbeitung der Faeces wie bei ,,6“. Das in betrachtlicher 
Menge vorhandene vorgebildete Porphyrin wird aus dem 
Atherauszug mit Salzsiure vollstandig entfernt. (Es besteht 
zum gré8ten Teile aus dem Porphyrin von Snapper-Papen- 
dieck, die atherische Lésung gab fiir die Maxima der Streifen- 
paare I und II folgende Wertet Ia. 632,1; b. 623,2; Ila. 575,8; 
b. 567,9; Ia. und Ila. waren zwei bis dreimal so stark wie 
Ib. und IIb.) 

Der porphyrinfreie Atherauszug wird verdampft. 

a) Kine Probe des Riickstandes, in Pyridin gelést und 
mit Hydrazinhydrat versetzt gibt ein Doppelspektrum, Ia. 5567/,; 
b. 545,6, a) etwas stirker als b). 

b) Die Hauptmenge des ,,.Rohhimatins“ wird mit Petrol- 
ither gewaschen. 

1. Teil des gewaschenen Rohhimatins, in n/10-Kalilauge 
gelést (volistiindig léslich) und : 

a) mit Schwefelammonium versetzt: atypisches Hamo- 
chromogenspektrum, die Mitte des Hauptstreifens, der fir 
echtes Hamochromogen viel zu breit ist, liegt auf 553,6(!), 

8) mit Hydrazinhydrat versetzt: atypisches Hamochro- 
mogenspektrum, auffallend breiter Streifen I mit Aufhellung 
in der Mitte auf etwa 549,8, undeutliches Maximum angenihert 
555,0, deutliches Maximum auf etwa 544. 

2. Hauptmenge des gewaschenen Rohhamatins in Hisessig 
gelést nach Zusatz von wenig Hydrazinhydrat 2 Tage stehen 
gelassen, Hauptthenge der Fliissigkeit in tiblicher Weise mit 
viel Ather verdiinnt. und mit Wasser entmischt. Die Ather- 
lésung wird einige Male mit Wasser gewaschen, sie gibt das 
typische Doppelspektrum etwa: I. a) 631; b) ) 621"/5 IL. Maximum 
a) etwa 575,0, b) 566,0 usw. 
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Aus dem Ather wird das Porphyringemisch in 5°/,ige 
Salzsiure gebracht, daraus wieder mit Natriumacetat in Ather, 
der Ather gewaschen, das Porphyringemisch daraus wieder in 
ungefihr 5°/,ige Salzsiure gebracht (Doppelspektrum, Streifen 
I. a) angenihert 599,5; b) 548,5). Die salzsaure Porphyrinlésung 
wird durch wiederholtes Ausschiitteln mit Chloroform vom 
a-Haimatoporphyroidin befreit, das Restporphyrin mit Natrium- 
acetat in Ather gebracht, die Atherlésung gewaschen. Sie gibt 
das einheitliche Spektrum des dem Kopratin zugehérigen 
Porphyrins, Ort der 4 Hauptstreifen: I. schmal, scharf begrenzt, 
621,2; II. Hauptmaximum (des ,,zusammengesetzten“ Streifens) 
schmal 565,5; IL]. schmales Maximum 524; IV. zusammen- 
gesetzter Streifen mit mehreren schmalen Maxima, Streifen- 
mitte angenihert 4931/,. Die Lésung wird etwas eingeengt, 
sie ist rot und gibt folgendes: 


Spektrum des Porphyrins in schwach essigsaure- 
haltigem Ather: 


Hauptstreifen: 
I. 6215 IL a) 5784 III. a) 5295 IV. Gitterartige 
b) 566,2 b) 524 Streifengruppe, 


Mitte angenihert 
493, vgl. die Spek- 


traltafel, Fig. 16. 
Nebenstreifen (schwach): 


a) angenahert 610,7 b) angenihert 557,5 


Die Atherlésung wird verdampft, der Riickstand mit 
1 Tropfen schwacher Kalilauge befeuchtet und dann in 25°/,ige 
Salzsiure gebracht. 


Spektrum der angen&hert 25°/, Salzsaéure ent- 
haltenden Lésung: 

Streifen I. 591,0 II. schwach, angenihert 571'/, ITI. 548,0 

Aus der salzsauren Lésung wird das Porphyrin mit Natrium- 
acetat in Ather gebracht, der Ather gewaschen, verdampft, 
der Riickstand in bekannter Weise in die Eisenverbindung 
verwandelt. 

Spektrum der Hisenverbindung des Porphyrins in 
Pyridin: 

I. schmal, scharf begrenzt, 545 =I. schwach, etwa 516 











14 0. Schumm, 


Nach Zusatz eines Tropfens Hydrazinhydrat: 
I. 545,2 II, etwa 516 


10, Fall von Ulcus ventriculi. Erster Stuhl nach einer 
Blutung, fest, ziemlich dunkel gefarbt. 


Vorprobe. ErbsengroBes Stiick mit etwa 5 ccm Pyridin 
verrieben, sogleich filtriert, bei geringer Schichtdicke Spektrum 
des Kopratin I. 545, schmaler, scharf begrenzter Streifen, 


Hauptversuch. Aus den Faeces wird in der unter ,,6“ 
beschriebenen Weise das Rohhamatin (von vorgebildetem Por- 
phyrin befreit!) dargestellt: Briunlich gelber Farbstoff. 


a) Teil in Pyridin gelést: schmaler, scharf abgegrenzter 
Streifen I. 544,8 mit schwachem rotwiarts vorgelagerten Schatten 
auf 557, nach Zusatz von Hydrazinhydrat dasselbe: 

I. a) schwach 557 b) stark 545,2 Streifen II schwach, etwa 516 


b) Hauptmenge in bekannter Weise mit Hydrazinhydrat— 
Hisessig enteisent (2 Tage bei 15—20°) das in sehr guter 
Ausbeute entstandene Porphyringemenge gibt in schwach essig- 
siurehaltigem Ather folgendes vielstreifige Spektrum, das zu 
genauester Ortsbestimmung der verschiedenen Streifen bei 
vielfach abgestuften Schichtdicken untersucht wird: 


Hauptstreifen bzw. Hauptmaxima: 
I. 621,2 II. a) 575,6 IyI. a) 529,8 IV. sehr starker breiter 
b) 566,1 b) 524,1 Streifen mit mehreren 
schmalen Maxima 
Nebenstreifen (teils dem in geringer Menge vorhandenen 
a«-Himatoporphyroidin zugehérig): 
631,9, etwa 610,1, etwa 595.6, etwa 584, etwa 558,1 


Aus dem Ather wird das Porphyringemisch in 5°/,ige 
Salzsiure gebracht, daraus mit Natriumacetat in Ather, dieser 
gewaschen und der Farbstoff erneut in 5°/,ige Salzsiure tiber- 
gefiihbrt. Aus dieser Lésung wurde das in geringer Menge 
vorhandene @-Himatoporphyroidin durch wiederholtes Aus- 
schiitteln mit Chloroform entfernt, das in der salzsauren Lésung 
verbliebene Kopratoporphyrin mit Natriumacetat in Ather ge- 
bracht und die atherische Lésung gewaschen; Spektrum: 
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Hauptstreifen bzw. Hauptmaxima: 
ungefaihr 


| 502,0 
I. 621,4 II. 566,4 III. 524,4 IV. starker Streifen mit teils | 498,0 
nur angenihert genau be- ¢ 492,4 
stimmbaren schmalen Maxima auf | 486,5 
| 483,0 
Die itherische Liésung wird verdampft, der Riickstand in 
n/10-Kalilauge gelést, Lésung orange-rot, Spektrum: ; 
I. Streifen mit 2 schwachen Maxima auf etwa 622,4 und 614,4; 
Mitte des Streifens etwa 618 


Zusatz eines Tropfens 15°/,iger Kalilauge zu mehreren ccm 
der Lisung bewirkt keine nennenswerte Anderung des Spektrums: 


I. Mitte 618,2; Il. unsymmetrisch, Mitte etwa 567,5; III. fast 
symmetrisch, Maximum 535,4; IV. starker Streifen Griin/Blau. 


_ Aus dieser Lésung wird der Farbstoff mit Essigsiure in 
Ather gebracht, die Lésung gewaschen, verdampft, der Riick- 
stand mit 2 Tropfen n/10-Kalilauge aufgeweicht und mit mehreren 
com 25°/,iger Salzsiure gelést. Die schén violette Lésung 


gibt das Spektrum: 
I. schmal, scharf begrenzt, 591,5; Il. schwach, ungefahr 572; 
III. stark, 548,6. 


Mit gleich viel 25°/,iger Salzsiure verdiinnt: 
Dasselbe. 

Aus der salzsauren Liésung wird das Kopratoporphyrin mit 
Natriumacetat in Ather gebracht, die Lésung gewaschen, ver- 
dampft, der Riickstand in bekannter Weise in die Hisen- 
verbindung verwandelt. Sie gibt, in Pyridin gelést, das Spektrum: 

I]. 545,2; IL. schwach, etwa 516"). 


Nach Zusatz von Hydrazinhydrat: 

I. 545,5; «XI. etwa 516%. 

11. Fall von Ulcus ventriculi. Aus den Faec@s wird in der 
unter ,,6“ beschriebenen Weise das Rohhamatin (von vorgebildetem 
Porphyrin befreit!) dargestellt. Die Priifung in Pyridin ergibt, daB 
ein Gemenge von (iiberwiegend) «#-Himatin mit Kopratin vorliegt. 
Die Hauptmenge wird in Kisessig gelést und, mit wenig Hydrazin- 
hydrat versetzt, 20 Stunden stehen gelassen. Die Untersuchung 
in oben beschriebener Weise ergibt, da8 ein groBer Teil in 
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»Porphyrin“ umgewandelt ist. Der rohe Atherauszug zeigt das 
Doppelspektrum zweier Porphyrine, die beiden schmalen Streifen 
im Rot liegen auf etwa 6311/, und 6211/,, der zweite ist bedeutend 
schwicher. Aus der itherischen Lésung wird das Porphyrin- 
gemenge in ungefabr 5°/,ige Salzsiure gebracht und diese mit 
Chloroform erschépfend ausgezogen. (Chloroformausztige ge- 
waschen, verdampft, Riickstand, in n/10-Kalilauge gelést, gibt 
das a-Porphyroidinspektrum?), Streifen I. etwa 641 usw.; in 
25°/,iger Salzsiure I. 602; III. 557.) Die vom «-Porphyroidin 
freie Salzsiure ist violett und gibt ein reines Porphyrin-Siure- 
spektrum. Das Porphyrin wird daraus mit Natriumacetat in 
Ather gebracht und der Ather griindlich gewaschen. Die 
schwach essigsaéurehaltige Lésung gibt das Spektrum des dem 
Kopratin zugehérigen Porphyrins I. 621,0; IL. 566,1; IIT. 524; 
IV. (Mitte) angenihert 494. Ein Teil der Atherlésung wird 
verdampft, der Riickstand mit einigen Tropfen n/10-KOH 
befeuchtet, in 25°/,iger Salzsiure gelést und mit so viel der- 
selben Salzsiure gemischt, daB eine etwa 25°/, HCl enthaltende 
Lésung vorliegt; Spektrum der violetten Fliissigkeit I. 591,5; 
Ili. 548,5. Daraus wird der Farbstoff erneut mit Natrium- 
acetat in Ather gebracht, die Liésung gewaschen, Spektrum 
wie oben I. 621,2; IL. 566,38; IIT. 523,9; IV. (Mitte) angenahert 
495. Die Lésung wird verdampft, der Riickstand in kaltem 
Hisessig gelést (schén violett) und mit Ferroacetat—Hisessig- 
lésang in bekannter Weise in die Kisenverbindung verwandelt. 
Nach dem Uberfithren in Chloroform, Auswaschen und Ver- 
dampfen wird ein Riickstand erhalten, der folgende Reaktionen 
gibt: a) in Pyridin I. 544,9; II. schwach, etwa 5151/,, nach 
Zusatz von Hydrazinhydrat dasselbe (545, 516); b) in n/10-Kali- 
lauge gelést und mit Hydrazinhydrat versetzt: rote Lésung 
I. starker Streifen auf 5438; II. breiter, schwicherer Streifen 
mit undeutlichem Maximum auf angenahert 512'/,. 


Der Versuch wird wiederholt, das erhaltene Por- 


phyrin (aus dem Kopratin) zeigt die beschriebenen 
Kigenschaften. 





1) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 189, 8. 226 (1924). 
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Bei zwei weiteren Fallen von Ulcus ventriculi wurden aus 
den Faeces ebenfalls Gemische aus «-Hamatin und Kopratin 
erhalten, die nach sorgfaltiger Reinigung bei der Behandlung 
mit Hydrazinhydrat in Hisessig neben dem «-Porphyroidin das 
Kopratoporphyrin mit den oben beschriebenen Eigenschaften 


_ lieferten. Aus diesen Praparaten Kopratoporphyrin wurde auch 


die Kupferverbindung und Methylverbindung dargestellt (vgl. 
Seite 6), aus dieser ebenfalls die Kupferverbindung. — Der 
Unterschied gegeniiber Koproporphyrin zeigte sich sowohl an 
der Kupferverbindung (in Pyridin), als auch an den Lésungen 
der Methylverbindung in konz. Schwefelsiure; bei Kopropor- 
phyrinmethylester liegt die Siena ere einige (ungefahr 2) uy 
weiter rotwirts. 

Eine weitere Identifizierung des aus dem Kopratin dar- 
gestellten Porphyrins hat sich mit den zur Zeit verfiigbaren 
Mengen noch nicht durchfiihren lassen. Das Porphyrin zeigt 
im allgemeinen Verhalten groBe Ahnlichkeit mit H. Fischers 


_ Koproporphyrin, aber doch keine geniigende Ubereineinstimmung, 


um es mit Koproporphyrin identifizieren zu kénnen. Das Spek- 
trum der atherischen Lésung zeigt mehr Ubereinstimmung mit 
den von H. Fischer kirzlich far Atioporphyrin und Hamo- 
porphyrin angegebenen Werten. Ob das obige Porphyrin zum 
Koproporphyrin in naher genetischer Beziehung steht, wird sich 
mit Sicherheit nur durch eingehende Untersuchungen an gréBeren 
Materialmengen entscheiden lassen. Beachtenswert erscheint 
jedenfalls die Tatsache, daB aus einem durch Fiaulnis ent- 
standenen Vaceactimesovikt des Blutfarbstoffes ein Por- 
phyrin hat gebildet werden kénnen, das dem Koproporphyrin 
in mancher Beziehung tiuschend 4hnlich ist. 

Anm. bei der Korrektur. Bei der Fortsetzung der 
Untersuchung haben sich Anhaltspunkte dafiir ergeben, daB 
aus dem Kopratin wahrscheinlich auch im Organismus das 
zugehérige Porphyrin entstehen kann. Aus den Faeces eines 
gesunden jungen Mannes wurde an einzelnen Tagen nach 
GenuB von Blutwurst bei der Extraktion mit Hisessig und) 


_ Ather neben «-Himatin und Kopratin eine in Chloroform nicht’ 


lésliche Porphyrinfraktion gewonnen, die sich wie ein Gemisch 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CIL. 2 


Brew oe ye wor ae oe 
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aus Koproporphyrin und mindestens ebensoviel Kopratopor- 
phyrin verhielt: Atherspektrum I. 622 (Max.), II. 566,8 (Max.), 
III. 524,9 (Max.), IV. angenihert 494 (Mitte); Spektrum der 
Kupferverbindung in Pyridin I. unsymmetrisch, Max. (violett- 
wirts) 562,0 der EHisenverbindung in Pyridin mit Hydrazin- 
hydrat I. 545,8! 

Dem JapanausschuB der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft danke ich ergebenst fiir die mir zur Durchfiihrung 
meiner Untersuchungen gewahrte Beihilfe. 





Tafelerklarung.’) 
. «-Hiimatin in Pyridin + Hydrazinhydrat. 
. Hiimatingemisch aus Faeces, o-Himatin (tiberwiegend) und Kopratin 
in Pyridin und Hydrazinhydrat. 
8. Himatingemisch aus Faeces, a-Himatin und Kopratin in ahnlicher 
Menge, in Pyridin und Hydrazinhydrat; die zugehérigen schwachen 

Streifen II. a) und b) sind wegen der Allgemeinabsorption in dem 

Spektralbezirk oft nicht deutlich erkennbar und deshalb nicht mit 

gezeichnet. 7 

. Kopratin aus Faeces in Pyridin + Hydrazinhydrat. 

. Eisenkomplexverbindung des o-Porphyroidins in Pyridin und Hydr- 
azinhydrat. 

. Gemisch der Eisenkomplexverbindungen von e«-Porphyroidin und 
dem Porphyrin aus Kopratin in Pyridin + Hydrazinhydrat. 

Aus dem natiirlichen Himatin—Kopratingemisch ‘aus Faeces) ge- 
bildetes Porphyringemisch (a-Porphyroidin und Kopratoporphyrin) 
in schwach essigsiurehaltigem Ather. 

8. Durch Einfiihrung von Eisen in das unter ,,7“ genannte Porphyrin- 
gemisch entstandenes Gemisch der ,,Hiimatine“ in Pyridin + Hydr- 
azinhydrat. 

9. Kopratoporphyrin in schwach essigsiurehaltigem Ather. 

10. Eisenkomplexverbindung des Kopratoporphyrins in Pyridin + Hydr- 
azinhydrat. 
11. Methylverbindung des Kopratoporphyrins in Chloroform. | 

12. Dieselbe Lésung wie bei ,,11“, bie nach dem Durchschiitteln mit 
25°/, Salzsiiure (Spektrum der Chloroformschicht). 

18. Eisenkomplexverbindung des Kopratoporphyrins in n/10 KOH + 
Hydrazinhydrat. 

14, Kupferkomplexverbindung des Kopratoporphyrins in _Pyridin. 

15. Kopratoporphyrin in 1—2°/, Eisessig enthaltendem Ather. 

16. Dieselbe Lésung in geringerer Schichtdicke (nur die Hauptstreifen 
bzw. deutlichen Maxima). 

1%. Kopratoporphyrin in 25°/, Salzsiure. 
™ dasselbe, geringere Schichtdicke. 
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‘) In Fig. 1 bis 14 geben die Gipfel der Absorptionskurven die 
Dunkelheitsmaxima an. Wegen der Zahlen fir die zugehérigen Wellen- 
lingen vgl. man die Angaben in der Abhandlung. 


























Uber die Bindung komplexer Wismutsalze im Serum. 
Von 
Hugo Bauer und Eduard Strauss. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Georg-Speyer-Hauses. 
Direktor: Geh. Rat Prof. Dr. W. Kolle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11, Juli 1926.) 


Aus der Tatsache, daB intramuskulir als Depot ein- 
verleibte Wismutverbindungen eine kraftige Wirkung auf 
Syphilisspirochiten ausiiben, muB gefolgert werden, dab vom 
Depot aus ein Transport des Wismuts in den Organismus 
stattfindet. Wenn wir uns eine Vorstellung davon machen 
wollen, auf welche Weise dieser Transport geschieht, so kénnen 
wir verschiedene Méglichkeiten ins Auge fassen. Wir miissen 
einerseits in Betracht ziehen, daB die Histiocyten, die sich in 
dem Depot als einem Reaktionsherd ansammeln, die dort 
lagernde Wismutverbindung aufnehmen und weiter in den 
Organismus transportieren, andererseits ist as méglich, daB 
die einverleibte Wismutverbindung als solche durch die Kérper- 
sifte kolloid gelést und nach und nach aus dem Depot re- 
sorbiert wird. Da8 ein Transport der letztgenannten Art 
tatsichlich existiert, dafiir li8t sich der Nachweis durch 
Priifung des Blutes auf seinen Wismutgehalt erbringen. Die 
im Speyer-Haus angestellten Untersuchungen, die mit denen 
anderer Autoren iibereinstimmen, haben gezeigt, daB Wismut 
im Blute von Kaninchen, denen ein Wismutdepot gesetzt 
wurde, in kleinen Mengen nachweisbar ist. Die Hohe des 
Wismutgehaltes schwankt und la8t auf eine schubweise Re- 


sorption aus den Depots schlieBen. Die interessante Frage, 
9* 
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ob die im Blute kreisende Wismutverbindung einfach als 
solche kolloid gelést ist, oder ob sie an eine bestimmte Frak- 
tion des KiweiBes gebunden ist, l4Bt sich durch Untersuchung 
des Tierblutes wegen der sehr geringen zur Verfiigung stehen- 
den Mengen nicht entscheiden. Wir sind deshalb zur Priifung 
dieser Frage in der Weise vorgegangen, da® wir Blutserum 
mit kleinen Mengen einer geeigneten Wismutverbindung ver- 
setzten und nun festzustellen versuchten, ob eine der Serum- 
fraktionen durch eine besondere Verwandtschaft zu dieser 
Wismutverbindung ausgezeichnet ist. 1) 

Mit der Frage nach der Rolle der einzelnen Proteine des 
Blutserums bei der Bindung chemotherapeutisch wirksamer 
Substanzen hat sich bisher nur eine kleine Reihe von Unter- 
suchungen beschiftigt. Nachdem bereits mehrere Forscher 
die Bindungsverhiltnisse des Salvarsans an das Serum studiert 
haben), konnten J. Oliver und E. Douglas’) zeigen, daB eine 
Bindung des Salvarsans hauptsichlich an die Globuline des 
Serums erfolgt. Ferner haben M. Mayer, H. Zeiss, Giemsa 
und Halberkann‘) mit Hilfe fraktionierter Fallung und bio- 
logischer Priifung der einzelnen Proteinfraktionen festgestellt, 
daB ,,Bayer 205“ (Germanin) nicht an den Globulinen, sondern 
am Albumin haftet. C. Levaditi und S. Nicolau) haben 
anlaBlich der Untersuchungen iiber ihr sog. ,,Bismoxyl* eine 
in vitro wirksame Verbindung von Wismut mit Organsubstanzen, 
insbesondere der Leber — ihr Augenmerk auch auf die Serum- 
proteine gerichtet. Untersuchungen iiber das. Verhalten von 
Liésungen einiger Bismutyltartrate bzw. deren Mischungen mit 
Blutserum bei der Ultrafiltration hat 8. Sei‘) angestellt. Er 





1) Die ersten Versuche dieser Arbeit sind von dem einen von uns 
(Strauss) in Gemeinschaft mit Herrn Prof. Dr. R. Kudicke angestellt 
worden. 

®) Literatur siehe in Kolle-Zieler, Handbuch der Salvarsan- 
therapie, Bd. I; SchloBbergers Abhandlung §. 138. 

8) Archiv of Dermatol. and Syphilol. Bd. 7, S. 778 (1923). 

*) Arch. f. Schiffs- u. Tropenhygiene Bd. 26, 8. 140 (1922). 

5) C. R. Bd. 176, S. 1189 (1928). 

6) Arch. f. Dermatol. u. Syph. Bd. 146, 8. 48 (1928). 
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fand, daB, wie beim Salvarsan, so auch hier Serumzusatz die 
Ultrafiltrierbarkeit der Wismutverbindungen erheblich herab- 
setzt. Nach Sei wird das Monobismutyltartrat nur zum Teil, 
das Tribismutyltartrat (Giemsas Bi5+) dagegen vollstandig 
an die Serumproteine gebunden. 

Zur Abscheidung der Hinzelfraktionen der Serumproteine, 
d. h. der Globuline und des Albumins, stehen, wie bekannt, 
folgende Methoden zur Verfiigung: 

1. Die Dialyse, bei der nach entsprechender Salzverarmung 
der schwerst lésliche Anteil der Globulinfraktion — der Haupt- 
menge des sog. Kuglobulins entsprechend — ausfallt; in der 
Lésung verbleiben sodann das sog. ,,Pseudoglobulin“ und das 
Albumin. 

2. Die Fallung eines Globulinanteils durch Verdiinnen 
mit Wasser und Einleiten von Kohlensiure. 

3. Die Fraktionierung mit Ammonsulfat, wobei durch 
1/,-Sattigung die Gesamtglobuline ausfallen; das im Filtrat 
befindliche Albumin kann dann mittels verdiinnter Essigsiure 
gefallt werden. Die Gesamtglobuline kann man durch Dialyse 
wiederum in einen wasserléslichen und einen wasserunléslichen 
Anteil zerlegen. Auch ist es méglich, von vornherein so vor- 
zugehen, daB man durch '/,-Sattigung (genau 28—30°/, Salz- 
gehalt) das Euglobulin, sodann durch weitere Sattigung bis */, 
(836—46°/,) das Pseudoglobulin zur Abscheidung bringt. 

Was nun die Auswahl der zu priifenden Wismutverbin- 
dungen betrifit, so ist dieselbe zunichst dadurch bestimmt, 
daB eine Substanz, die zur Untersuchung mittels Dialyse 
dienen soll, nicht selbst bei der Dialyse ausfallen darf; eben- 
sowenig darf eine Substanz, deren Bindung an Serumproteine 
durch eine der Fallungsmethoden geprift wird, durch CO, 
oder Ammonsulfat selber niedergeschlagen werden. 

Hiermit ist es gegeben, dab man zur Untersuchung etwa 
der Tribismutylweinsiure nur die Dialyse benutzen darf, da 
diese Substanz, bzw. ihr Na-Salz bei */,-Sattigung mit Ammon- 
sulfat ausfaillt; daB diese letztere Methode dagegen bei der 





1) Giemsa u. W. Weise, Klin. Wochenschr. Bd. 2, 8. 1258 (1928). 
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nicht ausfallenden Monobismutylweinsiure (Na-Salz) ohne weiteres 
in Anwendung gebracht werden kann. 

In unsere nun zu schildernden Versuche haben wir auBer 
den beiden genannten Substanzen auch das Mannosewismut 
(vgl. E. Maschmann’) einbezogen. 

Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daB eine 
bestimmte Menge Héchster Normalpferdeserums mit der be- 
treffenden Wismutverbindung versetzt wurde; die zunichst von 
uns in Betracht gezogenen Natriumsalze der Monobismutyl- 
weinsiure und des Mannosewismuts kamen in wiBriger Lésung 
zur Anwendung und zwar waren zunachst 0,2 g der Substanz 
in 10 ccm destillierten Wassers gelést. Eine sichtbare Ver- 
inderung des Gemisches trat beim ZusammengieBen nicht ein. 
Die Lésungen wurden nunmehr in tierischen Membranen (sog. 
»Hischblasen“) gegen destilliertes Wasser unter Faulnisschutz 
durch Chloroform und Toluol dialysiert. Hierbei wurde der 
Schlauchinhalt allmahlich schwach sauer und es bildete sich 
nach einigen — meist schon nach sechs — Tagen eine dichte 
Tribung und schlieBlich ein gut absitzender Niederschlag. 
Hierbei war bei Anwendung von monobismutylweinsaurem 
Natrium oder Ammonium regelmaiBig mehr oder weniger 
Wismut im AuBenwasser nachweisbar, bei Mannosewismut 
nicht. Der gebildete Niederschlag wurde abzentrifugiert und 
mit destilliertem Wasser gut ausgewaschen; er war in Koch- 
salzlésung glatt léslich und enthielt Wismut in erheblicher 
Menge: bei Behandlung mit Schwefelammon entstand eine 
intensiv schwarzbraune Liésung von kolloidalem Schwefelwismut, 
das auch bei tagelangem Stehen nicht ausflockte. Diese Fahig- 
keit zur Bildung kolloiden Wismutsulfids ist charakteristisch 
fir das Euglobulin. Pseudoglobulin- und Albuminlésungen 
vermégen eine derartige schiitzende Wirkung auf ein in ihnen 
erzeugtes Wismutsulfid nicht auszuiiben, vielmehr tritt in diesem 
Falle sofort Fallung ein. Der wismutbindende und 
schiitzende Proteinanteil entspricht der Euglobulin- 
fraktion des Serums; aus dem Filtrat lieB sich durch 





1) Arch, d. Pharmazie Bd. 268, S. 19 (1925). 
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\ 
1/,-Sattigung mit Ammonsulfat Pseudoglobulin, aus desse> 


Filtrat durch schwaches Ansiuern mit Ammonsulfat halb- 
gesittigter Essigsture das Albumin ausfaillen: beide Anteile 
erwiesen sich stets als wismutfrei, wahrend der (nicht 
ausdialysierte) eventuelle Uberschu8 an Wismut im letzten 
Filtrat verblieb. In Tabelle I sind die Versuche mit Salzen 
komplexer Wismutverbindungen zusammengestellt, bei denen 
das Wismuteuglobulin mittels Dialyse abgeschieden wurde. 

Das zu den vorstehenden Versuchen verwendete mono- 
bismutylweinsaure Natrium enthielt noch Natriumtartrat und 
hatte einen Gehalt von 46,2°/, Bi. Seine wiaBrige Lésung 
wurde weder durch Kohlensiure noch durch Ammonsulfat 
gefallt. 

Das monobismutylweinsaure Ammonium enthielt 57°/, Bi. 
Das Praparat ,,Giemsa Bi 5“ (tribismutylweinsaures Natrium) 
war unserem Institut von Herrn Prof. Giemsa freundlichst 
zur Verfiigung gestellt. 

Die Glycerinwismutlésung wurde dargestellt, indem 5 g 
krystallisiertes Wismutnitrat in 20 ccm Glycerin und 30 ccm 
Wasser gelést und mit 3 ccm zehnfach normaler Natronlauge 
alkalisiert wurden. 8 ccm dieser Lésung enthielten 0,34 g Bi. 

Mannosewismut war ein von Herrn Dr. Maschmann 
dargestelltes Praparat (a. a. O.). 

Hieran schlieben wir das Ergebnis eines Versuchs, in dem 
zur Abscheidung des Wismutglobulins Kohlensiure angewandt 
wurde: 

Nr. 14. 100 cem Pferdeserum wurden mit 1 g monobis- 
mutylweinsaurem Ammonium versetzt und auf das 15 fache 
Volumen mit destilliertem Wasser verdiinnt; in diese Lésung 
wurde CO, eingeleitet. Nach 3 Stunden war eine diffuse 
Triibung entstanden, die bei weiterer Verdiinnung stirker wurde 
und sich beim Stehen iiber Nacht flockig abschied. Im Filtrat 
fand sich noch reichlich Bi, doch waren der daraus isolierte 
Globulinanteil und das Albumin Bi-frei, Der CO,-Nieder- 

schlag enthielt 3,18°/, Wismut. | 
| Nachdem uns Vorversuche gezeigt hatten, daB sich die in 
Wasser unldslichen freien Siuren der Bismutyltartrate in 
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»-Tabelle L 



























































- R Dauer Bi im Wismut im — haath: 
Lo : erum - 
Zi Angewandte Substanz me lt Aufen- | Euglobulin- |Pseudo-| Al- | freien 

Dialyse wasser Niederschlag| globulin} bumin | Filtrat 

1 | Monobismutylweinsaures Na. 0,2 100 7 Tage + 82 ‘%/, 0 0 + 

. , 0,6 mo: 112, + 8,7 0 0 ‘ 

3 ie 0,8 400 a + 4,8 0 0 0 
4 » 0,6 300 i . + 5,08 0 0 0 

5 ” 1,0 500 | 12 ,, + 4,7 0 0 0 

6 ” 2,0 100 i ++ 13,68 0 0 + 

7 e 1,0 100  . ++ 8,9 0 0 + 

8 ” 0,2 100 ee + 8. Ww. 2,86 0 0 + 

9 | Monobismutylweinsaures NH, | 0,5 50 BD ey + 7,5 0 9 + 
10 | Giemsa Bi5 . ae 0,2 100 ‘a 0 2,73 0 0 + 
11 | Glycerin-Wismutliésung . 0,34 Bi 400 <<: . + 4,8 0 0 0 
12 | Mannosewismut 0,2 100 :— 0 8,89 0 0 - 
18 . 0,6 300 . 4 0 5,15 0 0 4 

Tabelle I. 

. Dauer Bi im Wismut im saobela 
hi 2 erum % 
7. Angewandte Substanz in g az der AuBen- Euglobulin- | Pseudo- |, min| freien 

Dialyse | wasser |Niederschlag| globulin nn! Filtrat 
15 | Monobismutylweinsiure maximum 50 10 Tage | dauernd + + ++ 0 0 ++ 
16 ” 0,5 50 + ++ bis O| 4,32 °, 0 0 0 
17 ” 2,0 200 128 ,,. |+++ bis 0] 5,07 0 0 0 
18 | Tribismutylweinsiure maximum 50 = s 0 1,79 + Spur 0 + 
19 %9 maximum 50 eee 0 1,77 Spur 0 0 
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Serum glatt lésen, haben wir auch diese Siuren in bezug auf 
die Bindungsverhaltnisse untersucht. Es stellte sich dabei 
heraus, dad die komplexen Siuren ebenfalls stets am Eu- 
globulinanteil verfestigt werden und zwar selbst dann, wenn 
man ein Maximum der betreffenden Siure zusetzt, d. h. so viel, 
daB die Serum—Wismutlésung schleimig-trib wird. Dies gilt 
fir eine Monobismutylweinsiure (54,5°/, Bi); von einer von 
uns dargestellten Tribismutylweinsiure (Bi = 76°/,) figten wir 
so viel zu, als sich zu lésen vermochte: von der dabei ungelést 
verbleibenden Substanz konnte abfiltriert werden. Diese Ver- 
suche ergaben stets bei Anwendung der Monobismutylwein- 
siure die Bildung groBer Mengen dialysablen Wismuts; die 
Dialyse erfolgte viel besser als bei den Versuchen mit den 
Alkalisalzen. Wir geben in der Tabelle II die Resultate der 
Dialysierversuche mit den komplexen Bismutylsiuren wieder. 

Zu dieser Tabelle ist noch zu bemerken: 

Versuch Nr. 16. Das ausgeschiedene Wismuteuglobulin 
wurde in wenig Ammoniak gelést und diese Liésung weiter 
dialysiert; im AuBenwasser trat kein Wismut auf: eine Ablésung 
von Wismut fand also durch das Alkali nicht statt. Das 
Wismut haftet stets fest am Euglobulin und laBt sich nicht- 
auswaschen. Das Wismuteuglobulin ist auf Salzzusatz glatt 
léslich, auch lést es sich unzersetzt bei Hinzufiigung einiger 
Tropfen verdiinnter Essigsiure. 

Versuch Nr. 17. Nach Abscheidung des Euglobulins durch 
Dialyse ergab Fallung des Filtrats mit Ammonsulfat in Halb- 
sittigung einen Globulinniederschlag, der noch Spuren Wismut 
enthielt. Dieser Niederschlag wurde in Wasser gelést und 
dialysiert; hierbei schied sich ein Rest von Euglobulin ab, 
der alles Wismut enthielt, wihrend das (erst tiber +/,-Satti- 
gung aus der Lésung fallende) en keine Spur 
Wismut mehr enthielt. 

Zu den Versuchen 18 und 19 (Tribismutylweinsdure) sei 
bemerkt, daB unsere Tribismutylweinsiure sich in Ammoniak 


fast nicht lést; die im Serum geléste Substanz ist also optimal 


in Bindung mit dem Euglobulin eingetreten; dialysable Stoffe 
bilden sich hier nicht. Dieser Befund deckt sich mit den Er- 














26 Hugo Bauer und Eduard Strauss, 


gebnissen der Versuche von Sei, a. a. O. mit Ultrafiltration 
eines Serum-Bi-5-Gemisches. 

Von den Versuchen zur Isolierung des wismutbindenden 
Proteinanteils durch Fraktionierung mit Ammonsulfat, bei 
denen, wie bereits bemerkt, nur die Monobismutylweinsiure in 
Betracht kommen konnte, seien die folgenden mitgeteilt: 

Nr. 20. 100 ccm Normalpferdeserum wurden mit 1 g 
Monobismutylweinsiure versetzt; die klare Lésung wurde auf 
800 com mit destilliertem Wasser verdiinnt und mit 150 ccm 
konzentrierter Ammonsulfatlésung auf 1/,-Sattigung gebracht. 
Der gebildete Niederschlag (salzhaltige Euglobulinfraktion) 
wurde in destilliertem Wasser gelést und bis zur Salzfreiheit 
dialysiert; das nun sich abscheidende EKuglobulin enthielt 
Wismut, und zwar 0,7°/,, das Filtrat war wismutfrei. Das 
Filtrat von der 1/,-Sattigung wurde mit abermals 150 ccm der 
konzentrierten Salzlésung auf Halbsittigung gebracht und der 
Niederschlag (Pseudoglobulin) ebenfalls dialysiert. Huierbei bil- 
deten sich nur noch geringe Mengen unléslichen Euglobulins; 
das Filtrat, das das lésliche Pseudoglobulin enthielt, war véllig 
-wismutfrei. Aus dem halbgesattigten Filtrat wurde schlieBlich 
durch Essigsiure-—Ammonsulfat das Albumin abgeschieden und 
dialysiert: hier zeigten sich im AuBenwasser geringe Wismut- 
mengen, die Albuminlésung selbst dagegen war am Ende der 
Dialyse gleichfalls frei von Wismut. Im proteinfreien Filtrat 
dieser Fallungen fand sich dagegen alles nicht gebundene 
Wismut. 

Da uns bei diesem Versuch die geringe Menge des an 
Euglobulin gebundenen Wismuts auffiel, sind wir der Ursache 
dieser Erscheinung nachgegangen. Es hat sich dabei heraus- 
gestellt, da8 das im Serum vorhandene Alkali (Ammoniak) die 
Monobismutylweinsiure abfangt, und daB erst bei geniigendem 
Uberschu8 dieser Saiure, oder wenn man zugleich oder vorher 
das Alkali durch Dialyse beseitigt, héhere Wismutwerte 
erhalten werden. | 

Dies ergab sich aus folgenden Versuchen: 

Nr. 21. Zu 50 ccm Serum wurden nur 0,1 g der Saure 
zugesetzt und die Lésung dialysiert. Wie das Auftreten von 
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Wismut im AuBenwasser zeigte, bildete sich auch hier sofort 
ein dialysables Salz, und in dem nach 10 Tagen abgeschie- 
denen Euglobulin fanden sich 1,8°/, Wismut — immerhin 
also durch dialytische Wegnahme des Alkalis mehr als in 
Versuch 1. 7 

Nr. 22. Um nun das ,stérende* Alkali soweit als még- 
lich zu entfernen, wurden 100 ccm Serum zuerst 3 Tage lang 
gegen destilliertes Wasser dialysiert und dann erst zu der 
neutral reagierenden, noch klaren Fliissigkeit, deren Volumen 
jetzt 225 ccm betrug, 1 g Monobismutylweinsaiure hinzugefiigt. 
Da die Lésung sehr langsam erfolgte, wurde das Gemisch 
1 Stunde lang auf der Maschine geschiittelt; von noch un- 
geléster Substanz wurde abgegossen und die schwach triibe 
Flissigkeit mit konzentrierter Ammonsulfatlésung auf Halb- 
sittigung gebracht (Zusatz der ersten Kubikzentimeter dieses 
Salzes bewirkte Aufhellung, d.h. Lésung bereits sich aus- 
scheidenden Globulins). Der gebildete Niederschlag des Ge- 
samtglobulins wurde in Wasser gelést und dialysiert; das 
Filtrat enthielt Albumin und mit diesem nicht verbundenes, durch 
Schwefelammonium flockig ausfillbares Wismut. Die Dialyse 
des Globulins lieferte nach 6 Tagen (in das AuBenwasser traten 
sehr geringe Mengen Wismut) ein wasserunlésliches Euglobulin 
mit 3°/, Wismut und ein wasserlésliches, véllig wismutfreies 
Pseudoglobulin. 

Nr. 23. Kine Wiederholung des Versuchs 1, die sich von 
jenem nur dadurch unterschied, daB das Reaktionsgemisch vor 
der Fraktionierung 6 Tage stehen blieb, ergab wieder nur 
0,9 °/, an Euglobulin gebundenen Wismuts. 

Nr. 24. In diesem Versuch haben wir Dialyse und Salz- 
fallung kombiniert, und zwar so, daB die Lésung von 1g 
Monobismutylweinsiure in 100 ccm Serum zuerst so lange 
dialysiert wurde, bis im AuBenwasser kein Wismut mehr auf- 
trat und sodann erst die Fraktionierung mit Ammonsulfat, 
wie beschrieben, vorgenommen wurde. Es ergab sich hierbei 
ein Wismutgehalt des Euglobulins von 5,8°/,; Pseudoglobulin 
und Albumin waren, wie immer, wismutfrei. 

Nr. 25. SchlieBlich haben wir ein véllig ausdialysiertes 
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Serum, dessen Globulinniederschlag durch Kochsalzzusatz 
wieder in Lésung gebracht war, mit 1 g Monobismutylwein- 
siure versetzt: hierbei bildete sich eine dichte Triibung. Von 
ungeléster Saure wurde abgegossen und die Fliissigkeit durch 
Zusatz weniger Tropfen Ammoniak geklart. Die Fraktionie- 
rung mit Ammonsulfat lieferte ein Euglobulin mit 4,2 °/, 
Wismut, Pseudoglobulin und Albumin waren wismutfrei. 

Nr. 26. Wir versuchten zuletzt, durch maximale Zu- 
fiigung von Monobismutylweinsiure zum Serum, d.h. bis zur 
Bildung einer schleimigen Triibung (Metallprazipitat) zu Héchst- 
werten der Wismutaufnahme zu gelangen. Diese Versuche — 
es wurde dabei sowohl das Dialyseverfahren, wie die Frak- 
tionierung mit Ammonsulfat angewandt — ergaben jedoch 
keine konstanten Werte. Stéchiometrische Verhiltnisse be- 
stehen, soviel wir sehen konnten, in der Bindung des Metalls 
an das Serumprotein nicht. In jedem Falle aber haftete 
auch hier das Wismut ausschlieBlich an der Euglo- 
bulinfraktion. Eine gewisse Konstanz zeigten nur die bei 
Anwendung von ‘Tribismutylweiusiure erhaltenen Werte, in- 
sofern bei dieser in den Serumsalzen an sich schwer- bzw. 
unléslichen Substanz von einer maximalen Aufnahme durch 
das Euglobulin gesprochen werden darf (vgl. Bemerkung zu 
Tab. IT). 

Aus unseren Versuchen ergibt sich, da wasserlésliche, 
komplexe Wismutsalze, die im Blutserum gelést werden, zu 
einem Teil als Salze gelést bleiben, zum anderen Teil in Ver- 
bindung mit der Euglobulinfraktion auftreten. Niemals fanden 
wir, selbst bei Anwendung eines groBen Uberschusses, daB 
Wismut an Pseudoglobulin oder Albumin gebunden wird. Die 
Verteilung der komplexen Wismutverbindung zwischen dem 
Alkali und dem Euglobulin wird durch ein Gleichgewicht be- 
stimmt, das sich bei alkalischer Reaktion (wie sie auch bei 
Halbsattigung mit Ammonsulfat auftritt) nach der Seite der 
Alkalisalze, bei saurer Reaktion (wie sie bei Entfernung des 
Alkalis durch Kohlensiure oder Dialyse oder durch groBen 
Uberschu8 der angewandten Bismutylsiure entsteht) nach der 
Seite der Euglobulinverbindung verschiebt. 
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Wenden wir die Ergebnisse unserer Untersuchung auf 
die eingangs formulierte Fragestellung an, so kénnen wir als 
wabrscheinlich annehmen, daB das Wismut, das sich im Blute 
kreisend vorfindet, an die Euglobulinfraktion des Serums ge- 
bunden ist. Weiterhin kénnen wir schlieBen, daB eine als 
Depot einverleibte Wismutverbindung, die wasserléslich und 
dialysierbar ist, nur zu einem Teil an Euglobulin gebunden 
wird. In dieser an Euglobulin gebundenen Form kreisend, 
gelangt das Wismut an die Stelle seiner therapeutischen Wirk- 
samkeit. Der nicht an Euglobulin sich bindende Anteil bleibt 
diffusibel und wird rasch ausgeschieden. Es ist wahrschein- 
lich, wie dies schon von 8. Sei ausgesprochen wurde, daB 
dieser Anteil nicht fiir die therapeutische, dagegen wohl fir 
die toxische Wirkung verantwortlich gemacht werden muB. 
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17.1) Mitteilung tiber Gallenfarbstoffe. 
Nach Versuchen der Herren Dr. R. Haas und Dr. H. Maurer mitgeteilt 


von 


William Kiister. 
Mit 1 Tafel. 





(Aus dem Laboratorium fir organische und pharmazeutische Chemie der Technischen 
Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12, Juli 1925.) 








Wahrend Porphyrine mit geeigneten Metallsalzen, besonders 
mit solchen des Kupfers, leicht komplexe Salze geben, ist die 
Méglichkeit zur Komplexsalzbildung fir das Bilirubin, das 
doch auch wie die Porphyrine aus der eisenhaltigen Komponente 
des Blutfarbstoffs hervorgeht, nicht erwiesen, ja es wurde sogar 
behauptet, daB sich Bilirubin und seine Derivate prinzipiell 
von den Derivaten des Blutfarbstoffs durch ihre Unfaihigkeit 
mit Metallen Komplexsalze zu bilden unterscheiden.*) Zwar 
haben H. Fischer und H. Barrenscheen?) in Azofarbstoffe 
des Bilirubins Kupfer einfiihren kénnen, doch sind diese Be- 
funde nach den Angaben der Autoren nicht eindeutig, da bei 
der Behandlung von Bilirubin mit Diazoniumverbindungen 
Verinderungen des Gallenfarbstofis eintreten kénnen, wofir 
auch Beobachtungen im hiesigen Laboratorium sprechen%), 





1) Die 16. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 141, §. 279 (1924), ist versehent- 
lich als 14. bezeichnet worden, was hierdurch berichtigt wird. 

*) H. Fischer u. H. Barrenscheen, Diese Zs. Bd. 115, 8. 97 (1921). 

*) Diese Zs. Bd. 121, S. 108 (1922). 














Uber das Kupferbilirubin. $1 


und spiter zeigten dann H. Fischer und @. Niemann’), dab 
bei der Kuppelung von Xanthobilirubinsiure mit Diazobenzol- 
sulfonsiure das Molekiil der ersteren gesprengt wird.*) Herr 
R. Haas hat nun an eine Beobachtung von Laidlow‘’) an- 
kniipfend, auf die schon P. Deihle*) im hiesigen Laboratorium 
zuriickgegrifien hatte, versucht in ammoniakalischer Lésung 
Kupfer in Bilirubin einzufiihren und dabei ein komplexes 
Kupfersalz leicht erhalten.) Insbesondere sei hervorgehoben, 
da die Bildung des Komplexsalzes sehr schnell, d. h. in 
wenigen Minuten, erfolgt, eine Oxydation des Bilirubins kann 
daher noch nicht eingetreten sein, obgleich ein Ergriinen ein- 
tritt. Fir die komplexe Bindung spricht neben diesem Farben- 
umschlag die groBe Bestindigkeit des erhaltenen Salzes, ferner 
die Anderung in den Kigenschaften. Das Kupferbilirubin, das 


1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1202 (19239). 

*) Die von H. Fischer u. M.Schubert, Chem, Ber. Bd. 56, 8. 1296 
(1923), gemachte Angabe, wonach vom Bilirubin, Mesobilirubin und 
Mesobilirubinogen Komplexsalze nach der Kupferacetat-Eisessigmethode 
' gewonnen werden kénnen, welche Beobachtungen in Arbeiten von 
H. Fischer u. P. Meyer, Diese Zs. Bd. 75, 8. 889 (1911) und a. a. O. 
niedergelegt worden sind, konnten wir in dieser Zs. nur in bezug auf 
das Mesobilirub inogen bestitigt auffinden. Aber das Bestehen auch 
dieses Salzes ist von H. Fischer in den Ergebnissen der Physiol. Bd. 15, 
S. 795 (1916) widerrufen worden mit der Begriindung, da8 es sich schon 
um OUmwandlungsprodukte des Mesobilirubins und Mesobilirubinogens 
gehandelt habe. Das Bilirubin diirfte auch kaum nach dieser Methode 
in ein einheitliches Salz zu iiberfiihren sein, da es gegen Siiuren zu 
unbestindig ist, worauf wir in Dieser Zs. Bd. 94, S. 151 (1915) hinwiesen 
und was durch die Griinfirbung bestitigt wird, die H. Fischer, Chem. 
Ber. Bd. 56, S. 1206 (1928), beim langeren Stehen von Bilirubin in Eis- 
essig beobachtete. Vom Mesobilirubin ist erwihnt, Diese Zs, Bd. 137, 
S. 804 (1924), daB es ein schén krystallisiertes Kupfersalz gibt, welches 
in zwei Krystallformen auftritt. 

8) Jl. of Physiol. Bd. 31, 8. 464 (1904), 

*) Dissertation, Stuttgart 1913, S. 12. 

5) Wiihrend der Ausarbeitung der Versuche, die dann anfangs 
1924 abgeschlossen waren, erschien die Abhandlung von H. Fischer 
u. Schubert, worin gezeigt wurde, daB ein zweikerniges Pyrrolderivat 
Kupfer in ammoniakalischer Lésung komplex bindet. Herr Dr. Maurer 
hat dann die Resultate des Herrn Haas noch einmal gepriift und sie 
fast restlos bestitigen kénnen. : 
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tibrigens in zwei Modifikationen, einer amorphen, die aus 
heiBem Benzoesiureester krystallisiert erhalten wurde, und 
einer aus heiBem Pyridin in kugelférmigen Aggregaten aus- 
fallenden existiert, oxydiert sich in alkalischer Liésung nicht 
mehr, addiert kein Diazomethan und erweist sich gegen Sauren 
bestiindig, so daB es durch Methylalkohol und Salzsdure ver- 
estert werden kann, wobei sich zundchst ein Trichlorhydrat 
des Dimethylesters bildet, also bewirkt der Eintritt des Kupfers 
das Hervortreten von basischen Higenschaften, die im Bilirubin 
selbst sich nur schwach duBern.') Er fihrt aber, wie erwahnt, 
auch eine héhere Bestindigkeit herbei, die ,,empfindliche“ 
Stelle des Bilirubinmolekiils wird also geschiitzt und an ihrem 
Bau ist ja auch der Stickstoff beteiligt, wie ich mit Herrn 
Maag?) zeigen konnte. Wie nun ein Bilirubin~Ammoniak 
existiert, so gibt es auch ein Kupferbilirubin—Ammoniak, das 
als Mono-Ammoniumsalz aus der alkoholisch ammoniakalischen 
Lisung des Kupferbilirubins durch Ather gefallt wird. Das 
zweite Carboxyl ist zur Salzbildung mit Ammoniak zu schwach, 
kann aber durch Diazomethan verestert werden. Das als 
Molekiil angelagerte Ammoniak kann wie aus dem Bilirubin- 
Ammoniak durch UbergieBen mit heiBem Methylalkohol ent- 
fernt werden, das Ammonium durch verdiinnte Essigsiure, 
wonach der Monomethylester des Kupferbilirubins restiert. 
Der Eintritt des Kupfers hat aber auch einen EinfluB auf 
ein Hydroxyl, denn in das Kupferbilirubin l4Bt sich im Gegen- 
satz zum Bilirubin ein Benzoylrest einfiihren und zwar in 
Pyridinlésung. Hierbei treten bei der mit Hilfe von Methyl- 
alkohol und Ammoniak®*) hergestellten Modifikation des Bili- 
rubins zwei Pyridinmolekiile, bei der mit Chloroform gewonnenen 
deren vier ein. Dieses Pyridin ist auBerordentlich fest ge- 
bunden, es lieB sich weder durch Erhitzen auf 100° noch 
durch Kochen mit Lauge entfernen, wozu noch bemerkt sei, 





1) Der Mesobilirubinester H. Fischers gibt ein Dichlorhydrat. 
Diese Zs. Bd. 127, S. 327 (1928). 

*) 14. Mitteilung, Uber Gallenfarbstoffe, Chem. Ber. Bd. 56, S. 55 
(1928). 

*) 16. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 141, S. 279 (1924). 
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da8 Kupferbilirubin allein durch Pyridin zwar in eine besondere 
Modifikation iiberfiihrt wurde, daB dabei aber kein Pyridin 
aufgenommen wird. Eine Benzoylierung des Kupferbilirubins 
in wiBrig alkalischer Lésung ist nicht gelungen; demnach scheint 
Pyridin das Entstehen der Enolform zu begiinstigen. Bei der 
Reduktion des Kupfer—Bilirubins mit Natrium—Amalgam tritt 
wie beim Hamin Abspaltung des komplex gebundenen Metalls 
unter Bildung von Mesobilirubinogen ein. Wahrscheinlich 
konnte gemacht werden, da8 unter gleichen Bedingungen, wie 
sie zum Kupferbilirubin fiihren, auch der Eintritt von Eisen 
in das Bilirubin erméglicht werden kann und ferner, dab unter 
der Einwirkung von Zinkstaub und Eisessig auf Kupferbilirubin 
unter Abspaltung des Metalls ein Pyrrolkern aufgesprengt und 
sein Stickstoff als Ammoniak abgespalten wird. Die Analysen 
des tief rotbraun gefarbten Stoffes stimmen etwa mit der Formel 
C,,H,,0,N, tiberein. Er laBt sich zu einer Leukoverbindung 
reduzieren, die durch den Luftsauerstoff rasch wieder oxydiert wird. 


Experimenteller Teil. 
A. 1. Kupferbilirubin A. 


2,8 g durch Extraktion mit Chloroform hergestelltes und 
iiber das Bilirubin—Ammoniak gereinigtes Bilirubin wurden in 
500 ccm Wasser suspendiert und durch Aufleiten von Ammoniak 
in Lésung gebracht. Nachdem von ungelésten Teilchen ab- 
filtriert worden ist, gibt man zu dem rotbraunen Filtrat eine 
Lésung von 3,2 g krystallisiertem Kupfersulfat in 30 ccm 
10°/,igen Ammoniaks und schiittelt den die Lésung enthalten- 
den Kolben so lange, bis die Farbe rein smaragdgriin geworden 
ist, was nach 15—20 Minuten der Fall ist. Dann fallt man 
mit Essigsiiure das Kupferbilirubin aus, wischt kupferfrei und 
trocknet im Vakuum. Ausbeute 2,8 g (Priparat J). 

Ein zweites Priparat wurde aus mit Hilfe von Methyl- 
alkohol—Ammoniak aus den vorbereiteten Rindergallensteinen 
extrahiertem Bilirubin (2 g) auf gleiche Weise in emer Aus- 
beute von 1,9 g gewonnen. 2 

Das Kupferbilirubin ist ein amorpher griiner Stoff, un- 
léslich in Natriumbicarbonat und den meisten organischen « 

Hoppe-Seyier’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIL. 3 
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Solvenzien, léslich in Sodalésung, in Hisessig, Pyridin und 
Cyclohexanol, in Spuren léslich in heiBem Alkohol. Aus heiBem 
Benzoesiureithylester, in dem es, wenn auch sehr schwer léslich 
ist und bei welcher Operation der ungelést gebliebene Teil 
des eingesetzten Materials in eine zweite Modifikation um- 
gewandelt wird, scheidet sich das Kupferbilirubin in Form 
feiner, gebogener Nadeln ab, die noch dieselben Eigenschaften 
wie im amorphen Zustande, vor allem die Liéslichkeit in kalter 
Sodalisung aufweisen. Eine weitere Reinigung des durch 
Essigsiure gefallten Kupferbilirubins 14Bt sich dadurch er- 
reichen, da8 man in heiBem Cyclohexanol list und die filtrierte 
Lésung mit viel Petrolither (Siedep. 50—80° fallt. 

Die bei der Analyse erhaltenen Werte weisen auf die 
Formel C,,H,,0,N,Cu hin. 


Prip, I. 6,832 mg Substanz (bei 80° getr.) gaben 14,26 mg CO,, 
2,94 mg H,O und 0,7855 mg CuO. 
7,475 mg Substanz (bei 80° getr.) gaben 0,57 cem N bei 
15° und 723 mm B. 


Prip. Il. 5,07 mg Substanz (bei 100° getr.) gaben 11,355 mg COQ,, 
2,45 mg H,O und 0,61 mg CuO. 
5,41 mg Substanz (bei 100° getr.) gaben 0,405 cem N bei 
15° und 740 mm B. 
2,84mg Substanz (bei 100° getr.) gaben 0,216 cem N bei 
18° und 744 mm B. 


C,,H,,0,N,Cu Mol.-Gew. 646,05 
Ber.  61,82%/, C 5,80%, H 8,67%, N _ 9,84, Cu 


Gef. I. 61,55 5,21 8,71 9,98 
Il. 61,10 5,41 8.78 9,61 


Das Kupfer wird aus der Lésung des Kupferbilirubins in 
n/10-Natronlauge durch Schwefelwasserstoff nur sehr langsam, 
aus der Lésung in Eisessig durch Ferocyankalium gar nicht 
gefallt. Auch Kochen mit 5°/,iger Salzsiure oder 5°/,iger 
Natronlauge bewirkt keine Herausnahme des Kupfers. Kupfer- 
bilirubin lést sich in konzentrierter Schwefelsiure mit violetter 
Farbe, diese Liésung zeigt kein Absorptionsspektrum, dagegen 
zeigen ein solches die blaue Lésung des Kupferbilirubins in 
25°/, iger Salzsiure und auch die violette in 1°/, Chlorwasserstoff 
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haltendem Methylalkohol. A 666,5—635,9 im Grin (Tafel I, 
Spektrum Nr. 3). 


A. 2. Kupferbilirubin B. 


Durch Erhitzen mit Pyridin 146t sich das amorphe Kupfer- 
bilirubin in eine zweite krystalline Modifikation iiberfihren, 
die andere Léslichkeitsverhaltnisse zeigt. Sie ist nahezu un- 
léslich in Eisessig und in Pyridin, insbesondere aber auch in 
5°/,iger Sodalésung bei Zimmertemperatur, erst beim Erwarmen 
tritt Lésung ein. 

0,5 g Kupferbilirubin A werden in 30 ccm Pyridin durch 
kurzes Aufsieden gelést und das ohne einen Riickstand zu 
hinterlassen gewonnene Filtrat auf siedendem Wasserbade etwa 
§ Stunden lang erhitzt, wobei sich ein groBer Teil der ein- 
gesetzten Menge in kugelférmigen Aggregaten krystallisiert ab- 
scheidet. Die Abscheidung wurde heiB filtriert und mit Pyridin, 
darauf mit warmem Alkohol gewaschen. Ausbeute 0,3 g. Sie 
kann durch Abdestillation eines Teils des Pyridins aus dem 
Filtrat noch erhéht werden. 

Prip. I. 4,73 mg Substanz (bei 80° getr.) gaben 0,36 ccm N bei 18° 

und 744 mm B. 
5,45 mg Substanz (bei 80° getr.) gaben 0,405 com N bei 
17° und 745 mm B. 


6,87 mg Substanz (bei 80° getr.) gaben 15,49 mg CO,, 
8,205 mg H,O und 0,985 mg CuO. 


Prip. I]. 3,525 mg Substanz (bei 100° getr.) gaben 0,275 cem N bei 
24° und 748mm B. 

10,88 mg Substanz (bei 100° getr.) gaben 0,79 ccm N bei 
14° und 741 mm B. 


C,,H,,O,N,Cu Ber. 61,82%, C 5,80% H 8,67, N  9,84°/, Cu 


Gef. I. 61,52 5,22 8,79 9,98 
_ ane 8,58 _ 

a “ne 8,82 _ 

sei on 8,42 ne 


A. 3, Dimethylkupferbilirubin. 


a) 0,5g amorphes Kupferbilirubin werden in 50ccm 1°/, 
Chlorwasserstoff haltenden Methylalkohol gelést und die violette 


Lésung 3 Stunden am RiickfluBkithler im Sieden erhalten. Nach 
3* 
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dem Erkalten wird im Vakuum iiber Kaliumhydroxyd verdunstet, 
wobei ein in undeutlichen Blattchen krystallisierender dunkel- 
violetter Stoff zuriickbleibt, der sich nach der Analyse als ein» 
Trichlorhydrat des Kupferbilirubindimethylesters erweist. 
Prip.I. 8,65 mg Substanz (im Vak. getr.) gaben 5,585 mg AgJ (Zeisel). 


5,738 mg Substanz (im Vak. getr.) gaben 3,525cem N_ bei 
17° und 739mm B. 
4,95 mg Substanz (im Vak. getr.) gaben 2,62 mg AgCl 
(Carius). 
Prap. I. 1,28 mg Substanz (i. Vak. getr.) gaben 4,03 mg Ag(Cl. 
CysHg0,N,Cu-3HCl Ber. 7,16, N 184%, Cl 3,889, fir 20H, 
Gef. I. 7,04 18,1 4,12 
) Beene 18,79 sie 
An feuchter Luft spaltet des Trichlorhydrat Salzsiure ab, 
allmihlich in den Dimethylester des Kupferbilirubins iiber- 
gehend, der auch erhalten wird, wenn die methylalkoholisch- 
salzsaure Lésung in itiberschiissige Natriumacetatliésung ein- 
gegossen wird. Dabei fallen griine Flocken aus, die nach dem 
Filtrieren, Waschem und Trocknen aus heiBem Benzoesiure- 
ithylester in dem Kupferbilirubin Shnlichen Formen erhalten 
werden kénnen. Der Ester ist etwas léslich in Alkohol, Aceton 
und KEisessig, wenig léslich in Pyridin, durch Alkalien laBt er 
sich in der Wiarme verseifen. 
Prip. I. 5,64 mg Substanz (bei 80° getr.) gaben 3,87 mg AgJ (Zeisel). 
4,715 mg Substanz (bei 80° getr.) gaben 0,355 cem N bei 
19° und 742mm B. 
Priip. II. 5,95 mg Substanz (i. Vak. getr.) gaben 0,437 cem N bei 
17° und 748 mm B. 
18,85 mg Substanz (i. Vak. getr.) gaben 1,61 mg CuO. 
4,35 mg Substanz (i. Vak. getr.) gaben 3,04 mg AgJ (Zeisel). 
C,,H,,0,N,(CHs), Mol.-Gew. 674,1 
Ber.  8,31°/, N 948%, Cu = 4,46°/, fiir 2CH, 
Gef. I. 8,48 se 4,38 
II. 8,45 9,63 4,49 
b) Derselbe Ester wird aus dem Dimethylester des Bilirubins *) 
erhalten, wenn die alkoholische Liésung mit einer ammoniakali- 
schen Kupfersulfatlésung versetzt wird und die aus der in 





1) Gemisch der Keto- und Enolform, vgl. 15. Mitteilung, Diese Zs. 
Bd. 141, S. 40 (1924). 
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kurzer Zeit smaragdgriin gewordenen Lisung entstandene 
Fallung abfiltriert und vom Kupfertetraminsulfat durch Waschen 
mit Wasser befreit worden ist. Die Ausbeute betrug bei einem 
Einsatz von 1 g Bilirubinester 0,6 g. Wird nun das alkoholische 
Filtrat im Wasserstofistrom eingeengt, Chlorwasserstoff ein- 
geleitet, wobei sich die Lésung sofort violett farbt, und dann 
in Natriumacetatlésung eingegossen, so fallt der Rest des Esters 
aus. Ausbeute 0,4 g. 

Die violette Lésung des Trichlorhydrats in 1°/, Chlor- 
wasserstoff enthaltendem Methylalkohol zeigt selektive Absorption 
des Lichtes: 2 661,1—638,3 (Tafel I, Spektrum Nr. 4). 


B. 1. Das Monoammoniumsalz des Kupferbilirubin- 
ammoniaks. 


1g Bilirubin wird in 50ccm absolutem Methylalkohol 
durch Aufleiten von Ammoniak unter Erwirmen gelést. Zu 
der warmen Lésung gibt man eine schwach ammoniakalische 
Lésung von 0,8 g Tetrammincuprisulfat in 4,5 ccm Wasser 
unter stetem Umriihren langsam zu, wobei sich die Liésung 
rasch griin fairbt. Nach halbstiindigem Stehen wird vom ab- 
geschiedenen Tetrammincuprisulfat und Ammoniumsulfat ab- 
filtriert und das Filtrat sofort unter Umschwenken in 500 ccm 
absolutem Ather eingetragen, wobei das tiefgriin gefirbte Salz 
ausfallt. Es wird filtriert, mit Ather gewaschen und im Vakuum 
getrocknet. Ausbeute 1,1 g. Hs ist in Wasser, Alkohol und 
Pyridin léslich, auch in konzentrierter Schwefelsiure mit violett- 
blauer Farbe. Die Lésung in Methylalkohol, wie auch das 
noch grin gefarbte atherische Filtrat von der Fiallung zeigen 
einen scharfen Streifen in Rot bei 4 678,7—671,0 (Tafel I, 
Spektrum 1 und 2). 

11,95 mg Substanz (im Vakuum getrocknet) gaben 25,57 mg CO, und 
6,19 mg H,0O. 

5,8 mg Substanz (im Vakuum getrocknet) gaben 0,55 cem N bei 


15° und 745 mm B. 
6,95 mg Substanz (im Vakuum getrocknet) gaben 0,8 mg CuO. 
C,,Hs30,N,Cu - NH, 5 NH, Mol.- Gew. 680,1 2 
Ber. 58,25°, C 5,93% H 12,86%, N 985%) Cu 
Gef. 58,37 5,80 12,06 9,20 
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Das Salz verliert langsam Ammoniak; so ergab sich der 
Stickstoffgehalt eines Praparats nach eintagigem Stehen im 
Vakuum zu 12,47 und 12,58°/,, nach viertigigem Stehen zu 
12,0 und 12,0 und 12,05°/,. 

4,45 mg Substanz (i. V.) gaben 0,485 ccm N bei 17° und 739 mm B. 
= 12,479, N. 

4,0img Substanz (i. V.) gaben 0,44cem N bei 17° und 735 mm B. 
= 12,589, N. 

4,09 mg Substanz (4 Tg.i. V.) gaben 0,43 cem N bei 15° und 731 mm B. 
= 12,0%/, N. 

5,31 mg Substanz (4 Tg. i. V.) gaben 0,555 eem N bei 15° und 739 mm B. 
= 12,05'/, N. 


B. 2. Rascher entweicht 1 Molekiil Ammoniak in der Wirme. 


0,5 g Monoammonium—Kupferbilirubin—Ammoniak werden 
mit 40 ccm siedendem Methylalkohol tibergossen und das Ge- 
misch etwa 1 Stunde am Riickflubkiihler erhitzt, bis sich kein 
Ammoniak mehr abspaltet. Nun wird der entstandene Nieder- 
schlag abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und im Vakuum ge- 
trocknet. Ausbeute 0,4 2. Es liegt nunmehr das Mono- 
ammoniumsalz des Kupferbilirubins vor. 


4,23 mg Substanz (i. Vak.) gaben 0,4ccm N bei 24° und 744 mm B. 


5,92 mg _sséaz,, (5 » ) 9» 0,52 com N bei 15° und 742 mm B. 
C,3H,,0,N,Cu-NH, Ber. 10,55°/, N 
Molgew. 663,09 Gef. 10,64 und 10,70, N 


Das Salz list sich in Pyridin und Eisessig, es ist unlés- 
lich in Wasser, Alkohol und anderen organischen Solvenzien. 


B. 3. Bei der Kinwirkung von Diazomethan bildet sich 
der Monomethylester des Monoammonium—Kupfer- 
bilirubins. 


0,25 g des Monoammoniumsalzes werden in 25 ccm abso- 
lutem Ather suspendiert und das aus 0,75 ccm Nitrosomethyl- 
urethan entwickelte Diazomethan eingeleitet, wobei lebhafte 
Stickstoffentwicklung eintritt. Nach 3-stiindigem Schiitteln 
und Stehen iiber Nacht wird abfiltriert, mit Ather nach- 
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Ausbeute 0,25 g. 
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4,97 mg Substanz (im Vakuum) gaben 0,455cem N bei 15° und 


7388 mm B. 
7,82 mg Substanz (im Vakuum) gaben 2,505 mg AgJ. 


C,sH,.0,N,Cu-NH,-CH, Ber. 10,3, N 2,2", CH, 
Gef. 10,5 2,05 
Der grin gefarbte Stoff ist léslich in Pyridin, sehr schwer 
léslich in Chloroform und Benzoesiéureithylester, kaum in 
Alkohol. Unter der Kinwirkung 10°/,iger Essigsiure bei 
Zimmertemperatur geht er in den 


B. 4. Monomethylester des Kupferbilirubins tiber. 


9,14 mg Substanz (bei 80° getrocknet) gaben 0,70ccm N bei 19° 
und 737 mm B. 
6,75 mg Substanz (bei 80° getrocknet) gaben 2,295 mg AgJ (Zeisel). 
C,,H,,0,N,Cu-CH, Ber. 85°, N  2,279/, CH, 
Gef. 8,7 2,17 
B. 5. Bei der Einwirkung von Diazomethan auf das Mono- 
ammoniumsalz des Kupferbilirubin-Ammoniaks, die wie unter 
B. 3. angegeben durchgefiihrt wurde, findet ebenfalls Mono- 
methylierung statt und zwar ohne Austritt von Ammoniak. 
Letzteres haftet also nicht an einem Carboxyl. Der Mono- 
methylester des Kupferbilirubinammonium-Ammoniaks ist griin 
gefarbt, leicht léslich in Pyridin, schwer in Alkohol, Chloro- 
form, Essig- und Benzoesaiureester 
Prip. I. 7,95 mg Substanz (i. Vak. getr.)) gaben 2,48 mg AgJ 
(Zeisel). 
5,38 mg Substanz (i. Vak. getr.) gaben 0,58 cem N bei 
17° und 738 mm B. 
Prip. II. 6,01 mg Substanz (i. Vak. getr.) gaben 0,625 cem N bei 
21° und 745 mm B. 
5,32 mg Substanz (i. Vak. getr.) gaben 1,71 mg AgJ 


(Zeisel). 
C.3H;,0,N,Cu(CH,XNH,)NH, Ber. 12,119), N  2,16%, CH, 
Mol.-Gew. 694,14 Gef. I 12,3 1,95 


II 11,89 2,06 
Unter der Einwirkung von Essigsiure werden beide Am- 
moniakmolekiile entfernt und es entsteht wieder der Methyl- 
ester des Kupferbilirubins. 


8,67 mg Substanz (bei 80°) gaben 0,630 cem N bei 17° und 742 mm B. 
5,43 mg a (,, 80°) ,, 2,095 mg AgJ (Zeisel). . 
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C,,H,,0,N,Cu-CH, Ber. 2,279/, CH, 8,5/, N 
Gef. 2,46 8,34 


Kin Versuch, das amorphe Kupferbilirubin selbst unter den 
gleichen Bedingungen mit Diazomethan zu verestern, fiihrte 
nicht zum Ziele. Es ist aber nicht ausgeschlossen, daB ledig- 
lich der Zustand des Priparats die Veresterung verhinderte. 


C.1. Benzoyl—Kupferbilirubin. 


0,5 g amorphes Kupferbilirubin werden in 50 ccm trocknem 
Pyridin gelést und die Lésung mit 0,25 g frisch destilliertem 
Benzoylchlorid versetzt. Man la8t dann tiber Nacht stehen 
und erhitzt am andern Tag 3—4 Stunden auf dem siedenden 
Wasserbade, wobei sich ein Reaktionsprodukt' krystallin ab- 
scheidet. Nach dem. Erkalten wird abfiltriert, mit warmem 
Alkohol ausgewaschen und im Vakuum getrocknet. Der Stoff 
wurde so als griines, in kleinen Wiirfeln krystallisierendes 
Pulver erhalten, das in allen organischen Solvenzien unléslich 
ist. Selbst konzentrierte Schwefelsture wirkt nur sehr langsam 
unter Zersetzung darauf ein. 

Die Analysen lassen darauf schlieBen, da8 auBer einer 
Benzoylierung ein Eintritt von Pyridin in das Molekiil statt- 
gefunden hat und zwar scheinen bei Priaparat I, das aus einem 
mittels Methylalkohol und Ammoniak aus Rindergallensteinen 
extrahierten Bilirubin bereitet war, 2, bei Praparat II, zu 
dessen Darstellung ein mit Hilfe von Chloroform gewonnenes 
Bilirubin verwendet wurde, sogar 4 Molekiile Pyridin eingetreten 
zu sein. 


I. 2,885 mg Substanz (bei 100°) gaben 6,90 mg COQ,, 1,32 mg H,O und 
0,26 mg CuO. 


2,82 mg Substanz (bei 100°) gaben 0,227 ccm N bei 16° und 
745 mm B. 
CygH5g0,N,Cu-2C;H,;N Ber. 66,09°/, C 5,339, H 9,25°/,N 7,0%, Cu 
Gef. 66,4 5,21 9,82 7,338 
II. 5,12 mg Substanz (i. Vak. getr.) gaben 0,48 cem N bei 15° und 
737 mm B. | 


5,2 mg Substanz (i. Vak. getr.) gaben 0,465 cem N bei 15° und 
787 mm B. 
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5,98 mg Substanz (bei 100° getr.) gaben 0,56 cem N bei 20° nd 
745 mm B. 


CyoH;,0,N,Cu-4C,H,N _ Ber. 10,5%, N 
Gef. 10,75, 10,8 und 10,7%/, N 

Das im Molekiil vorhandene Pyridin koante weder durch 
Trocknen bei 100°, noch durch Kochen mit Kalilauge entfernt 
werden. 

C. 2. Um den Eintritt der Benzoylgruppe analytisch be- 
weisen zu kénnen, wurde bei einem anderen Versuch unter 
sonst gleichen Bedingungen an Stelle von Benzoylchlorid 
o-Chlorbenzoylichlorid angewendet. Die Reaktion verlief hierbei 
wie bei C. 1 angegeben. 


4,10 mg Substanz (i. Vak. getr.) gaben 0,33 com N bei 22° und 
733 mm B. 


4,05 mg Substanz (i. Vak. getr.) gaben 0,65 mg AgCl (Carius). 
C;oH,y,0,N,CuCl Ber. 8,92°/, N 3,76°/, Cl 
Gef. 9,04 8,97 


D. 1. Reduktion des Kupferbilirubins mit Natrium- 
amalgam. R. Haas.) 


0,25 g Kupferbilirubin werden in 2,5 ccm n/10-Natronlauge 
und 2 ccm Wasser gelést und die Lésung mit 3 g 4,6°/,igem 
Natriumamalgam 3—4 Stunden auf der Maschine geschiittelt, 
wobei die anfangs tiefgriine F'arbe in ein blasses Hellgriin iiber- 
geht. Nach der Entfernung des Quecksilbers wird mit 
50°/,iger Schwefelsiure angesiuert und mit Chloroform extra- 
hiert. Die getrocknete Chloroformlésung wird dann im Vakuum 
eingedampft, der zuriickbleibende Sirup in 5 ccm Essigester 
aufgenommen, die Lisung mit 3 ccm Ligroin versetzt und das 
Filtrat im Vakuum eingedampft. Nachdem diese Operation 
zur weiteren Reinigung noch zweimal ausgefiihrt worden war, 
hinterblieben Krystalle, deren Form dem Mesobilirubinogen 
entsprechen und die eine deutliche Reaktion mit p-Dimethyl- 
aminobenzaldehyd geben. Durch die totale Reduktion war 
also das komplex gebundene Kupfer entfernt worden. 





1) H. Fischer, Diese Zs. Bd. 73, S. 222 (1911). ’ 
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D, 2. Aufspaltung des Kupferbilirubins durch Zink- 
staub und Essigséure. (R. Haas.) 


1 g amorphes Kupferbilirubin wird in 150 ccm Lisessig 
unter Erwirmen geldst, in die Lésung wird unter stetem Um- 
schiitteln 1g Zinkstaub in kleinen Portionen eingetragen, wobei 
die tiefgriine Farbe in ein tiefes Braunrot umschligt. Darauf 
wird filtriert und das Filtrat in 1,5 Liter Wasser eingetragen. 
Man 1a46t den braunroten Niederschlag absitzen, hebert die 
tiberstehende Flissigkeit ab, dekantiert mehrere Male mit 
frischem Wasser, spilt schlieBlich auf ein Filter, wischt aus 
und trocknet im Vakuum. In den Filtraten 148t sich Ammo- 
niak nachweisen. Ausbeute 0,5 g. Der Stoff ist léslich in 
Kisessig, Pyridin und Alkohol, wenig in Chloroform, leicht in 
Soda und Ammoniak, aber unléslich in Bicarbonat. Der 
Lésung in Chloroform wird er durch 10°/,ige Salzsiure ent- 
zogen, doch veriindert sich die salzsaure Lésung beim Stehen. 
Aus der Lésung in Alkohol kommt der Farbstoff undeutlich 
krystallisiert heraus. 


9,775 mg Substanz (bei 100° getr.) gaben 23,845 mg CO,, 5,85 mg H,O 
und 0,1 mg Asche. 

7,84 mg Substanz (bei 100° getr.) gaben 19,10 mg CO,, 4,77 mg H,O 
und 0,075 mg Asche. 

8,89 mg Substanz (bei 100° getr.) gaben 0,55cem N bei 17° und 
742 mm B. 


9,72 mg Substanz (bei 100° getr.) gaben 0,598 cem N bei 17,5° und 
739 mm B. 


CysH,,0;N, Ber. 67,2°/, C 6,679/, H  7,18%, N 
_ Gef. 67,24 6,77 7,18 
67,10 6,87 7,10 

Die Analysen sind auf aschefreie Substanz berechnet. 
Es sei erwaihnt, daB eine Anzahl weiterer Analysen héhere 
Werte fiir den Wasserstoff gab. Die Stickstoffbestimmungen 
lieferten alle die gleichen Werte. 

Wird zu der hell rotbraun gefarbten, alkoholischen Lé- 
sung des Stoffes etwas 1°/,ige waBrige Lisung von Diazo- 
benzolsulfonsiure gegeben, so schlagt die Farbe nach Rot um. 
Auf Zusatz einiger Tropfen Salzsiure entsteht eine sehr schén | 
violette Farbung. 
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E. Komplexes Eisensalz des Bilirubins. (R. Haas.) 


Zu einer Liésung von 1 g Bilirubin in 100ccm 5°/,igem 
Ammoniak wird unter dauerndem Riihren eine Liésung von 
1g Ferroammonsulfat in 25ccm Wasser zugegeben. Darauf 
wird etwa 8 Stunden auf der Maschine geschiittelt und dann 
filtriert. Das Filtrat wird durch Ansiuern mit Essigsiure ge- 
fallt. Um noch etwa vorhandenes Ferrosalz zu oxydieren, wird 
durch die essigsaure Suspension kurze Zeit Luft hindurch- 
geleitet und dann aufgekocht. Nach dem Erkalten bringt man 
den Farbstoff durch Zusatz von Ammoniak in Lésung, abt 
komplex gebundenes Hisen fallt dabei als Ferrihydroxyd aus. 
Das Filtrat wird wieder mit Essigsiure gefallt, der Nieder- 
schlag filtriert und .ausgewaschen. Zur weiteren Reinigung 
wird er in 30ccm EHisessig unter Erwirmen aufgenommen, vom 
ungelésten Bilirubin filtriert und das Filtrat durch EingieBen 
in 50ccm Wasser gefallt. Das so erhaltene rotbraune Hisen- 
salz wird abfiltriert, gewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Ks ist in Alkalien, ausgenommen Bicarbonat, in Pyridin und 
in Hisessig léslich. Die rotbraune Liésung in letzterem zeigt 
kein deutliches Absorptionsspektrum. 


4,32 mg Substanz (i. Vak. getr.) gaben 0,32 cem N bei 17° und 
748 mm B. 
11,738 mg Substanz (i. Vak. getr.) gaben 1,51 mg Fe,Q,. 


Cs3H,,0,N,Fe Ber. 8,78°/, N _— 8, 75 °/, Fe 
Mol.-Gew. 638,32 Gef. 8,52 9,00 | 
Wir mochten nicht verfehlen, auch an dieser Stelle wieder 
Herrn Dr. G. Tagliani in Basel fir die Unterstiitzung unserer 
Untersuchungen herzlichen Dank zum Ausdruck zu bringen. 


Stuttgart, am 11. Juli 1925. W. Kister. 














Zur Kenntnis der Reduktase (Dehydrogenase) der Hefen. I. 


Von 


Hans y. Euler und Ragnar Nilsson. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Steckholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, Juli 1925.) 








Wir wissen durch Beobachtungen von M. Hahn und von 
Neuberg und durch neuere Untersuchungen von Harden?) 
und Meyerhof?), daB Hefe starke Reduktionswirkungen ausiibt. 

Meyerhof hat 1918 in einer auBerordentlich interessanten 
Mitteilung den Zusammenhang zwischen dieser Reduktions- 
wirkung und der Atmung der Hefe dargetan, und hat besonders 
durch das Studium der Trockenhefe (Acetonhefe) wertvolle Er- 
gebnisse erzielt. Unter seinen Resultaten sei besonders er- 
wihnt, daB die Atmung der Acetonhefe durch Waschen mit 
Wasser erlischt und sich durch Zugabe des Wasserextraktes 
wieder hervorrufen la8t. ,,Die GréBe der wiedererweckten 
Atmung“ — fand Meyerhof — ,ist proportional der Konzen- 
tration einer wasserléslichen Substanz oder Substanzgemisch, 
des ,Atmungskérpers‘. Genau entsprechend verhalt sich die | 
Methylenblauatmung. Wihrend die extrahierte Hefe thermo- 
labil ist, kann der Atmungskérper ohne Schidigung gekocht- 
werden. .. .“ 

Vor kurzer Zeit hat der eime von uns mit Myrback® 
versucht, eine Vorstellung zu prazisieren, durch welchen chemi- 
schen Mechanismus die aus der Atmung gewinnbare Energie 
fir die Aufbaureaktionen in der Zelle verwertet werden kann. 





1) Harden u. Norris, Biochemical Jl, Bd. 8, 8. 100(1914); Harden 
u. Henley, Biochemical Jl. Bd. 14, 8. 642 (1920); Bd. 15, S. 175 (1921). 

*) Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 170, S. 367 (1918). 

*) Euler u. Myrbick, Svensk. Kem. Tidskrift Bd. 87, S. 178 (1925). 
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Wir haben angenommen, daB die aus dem Atmungssubstrat 
(Fett oder Kohlehydrate oder Eiweiispaltprodukte) stammenden 
6-Kohlenstoffketten bei der Atmung zuniackst zerfallen in eine 
3-Kohlenstoffkette, welche unter Teilnahme eines syntheti- 
sierenden Enzyms, einer Lactacidese, einen Komplex von solchem 
Energieinhalt bildet, da8 dieser mit dem Abbauprodukt der 
Garung (Milchsdure oder einer ihr sehr nahe stehenden Substanz) 
zum Baustein des Glykogens, und dann zu Glykogen zusammen- 
treten kann, wahrend gleichzeitig 1CO, und ein zu weiteren 
Synthesen verwendbares Molekiil Acetaldehyd entsteht. 

Die Teilnahme einer Dehydrogenase an diesem Atmungs- 
vorgang steht wohl aufSer Zweifel; itiber die Art der Teilnahme 
an dem chemischen Gesamtvorgang der Atmung ist noch auBer- 
ordentlich wenig bekannt. Nachdem sich in allerletzter Zeit 
immer deutlicher zeigt, wie weitgehend die Analogie zwischen 
dem Kohlehydratabbau im Tierkérper und in der Hefe ist, 
schien es uns wiinschenswert, die Ergebnisse, welche nach den 
alteren Untersuchungen von Batelli und Stern hinsichtlich 
der Dehydrogenase in dem Muskel besonders durch die aus- 
gezeichneten Arbeiten von T. Thunberg und seiner Schule’) 
in neuester Zeit auch durch v. Szent-Gyérgyi’), erreicht 
worden sind, fiir das Studium des Kohlehydratabbaus und der 
Atmung in der Hefe verwerten zu kénnen. 

Hine zweite Fragestellung war die nichste Veranlassung 
zu den hier mitzuteilenden Versuchen. Unter den zahlreichen 
spezifischen Hilfsstoffen, Hormonen und Faktoren, welche die 
Hefe enthalt, ist in den letzten Jahren die Co-Zymase insofern 





1) T. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. Bd. 25, 8S. 37 (1911); Bd. 38, 
S. 228 (1916); Bd. 35, S. 163 (1917); Bd. 40, S. 1 (1920); Bd, 43, S. 275 
(1923); Arch. Néerl. de Physiol. Bd. 7, S. 240 (1922); Gunnar Ahlgren, 
Skand. Arch. Physiol. Bd. 41, 8. 1 (1921); Erik Ohlsson, Skand. Arch. 
Physiol. Bd. 41, S. 77 (1921); Erik Widmark, Skand. Arch. Physiol. 
Bd. 41, S. 200 (1921); siehe auch Batelliu. Stern, Biochem. Zs. Bd. 30, 
S. 172 (1911); ferner Wieland, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3639 (1922); Erg. 
d. Physiol. Bd. 20, 8. 477 (1922); Wishart, Biochemical Jl. Bd. 17, 
S. 108 (1928). 

*) v. Szent-Gyérgyi, Biochem. Zs. Bd. 150, S. 195 (1924); Bd. 157, 
S. 50 (1925). 
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verhaltnismaBig wohl definiert worden, als ihre spezielle Rolle 
bei der Garung festgelegt werden konnte: man wei nunmehr, 
daBS ohne Co-Zymase keine Phosphorylierung stattfindet. *) 
Ferner kann die Co-Zymase in ziemlich weitgehend gereinigten 
und angereicherten Liésungen erhalten werden.”) Von anderen 
wasserléslichen Aktivatoren, Faktoren und Hormonen, zuletzt 
vom Insulin, ist sie nunmehr scharf abgegrenzt. *) 

Wir haben uns zunachst gefragt, wie sich der aus ge- 
trockneten Hefen auswaschbare ,, Atmungskérper“ zur Co-Zymase 
verhalt, und ferner, ob sich der friiher von Euler und Myrback 
hinsichtlich Co-Zymase gefundene charakteristische Unterschied 
zwischen Oberhefen und Unterhefen auch hinsichtlich der 
Auswaschbarkeit des ,,Atmungskérpers“ wiederfindet. 


Zur Methodik. 


Unsere Versuchsanordnung schlieBt sich eng an diejenige 
von Thunberg und Ahlgren an. Die Vakuumréhren hatten 
die von Thunberg beschriebene Konstruktion; sie wurden 
nach Evakuieren mit Wasserstof{f gefillt und dann nochmals 
evakuiert. Die Methylenblaulésung (es kamen die auch von 
Ahlgren vorgeschlagenen Konzentrationen zur Verwendung) 
wurden in einem kleinen Réhrchen in das Innere der Vakuum- 
rohre eingefiihrt. Bei Beginn des Versuchs wurde die gefillte 
und auf die Versuchstemperatur im Thermostaten vorgewairmte 
Vakuumroéhre umgekippt, wodurch die Methylenblaulésung mit 
dem iibrigen Inhalt der Vakuumroéhre (Reaktionslésung + Hefen- 
substanz) gemischt wurde. 

Den mit Milchglasriickwand versehenen Glasthermostaten 
hielten wir bei den im Nachstehenden mitgeteilten Versuchen 
auf 20°. | 

Fir orientierende Versuche bestimmen wir, wie Thunberg, 
die Zeit, welche zur vdlligen Entfarbung des Réhreninhalts 
erforderlich ist; fir genauere Messungen ist die Einstellung 





1) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 139, 8. 15 (1924); Myrbick 
u. Euler, Chem. Ber. Bd. 57, 8. 1073 (1924). 

*) Euler u. Myrbiack, Diese Zs. Bd. 139, 8. 281 (1924). 

®) Euler, Jorpes u. Myrback, Diese Zs. Bd. 149, S. 60 (1925). 
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auf einen Farbenkomparator, welcher dem halben Umsatz oder 
75°/, des Umsatzes entspricht, vorzuziehen. 

Der stets benutzte Phosphatpuffer hatte die Zusammen- 
setzung: 


75 cem sek. Phosphat (gesiittigte Liésung) 


+25 cem prim. Phosphat (4°/,ige at Pa =)? 


Versuche. 
Versuch 1. 


3 g Bernsteinsiure wurden in Wasser gelést und mit Kali- 
lauge unter Verwendung von Lackmuspapier neutralisiert. Dann 
wurden 0,5 g Methylenblau zugesetzt und die Lésung wurde 
mit Wasser bis auf 1 Liter verdiinnt. 7 

2g Trockenhefe (Unterhefe H) wurden in 15 com Wasser 
suspendiert, Susp. 1. Volumen der Suspension etwa 20 ccm. 

2 g Trockenhefe (Unterhefe H) wurden ausgewaschen und 
in 5ccm Wasser suspendiert, Susp.2. Volumen der Suspension 
etwa 10 ccm. 

Die benutzte Co-Zymaselésung stammte aus ,,Untergiriger 
Bierhefe des Instituts f. Garungsgewerbe, Berlin“. ACo = 1900. 








Zusammensetzung der Reaktionsmischungen Entfairbungszeit 








1 cem Phosphatlisung, 0,5 ccm Susp. 1, 
0,5 cem Methylenblau-Bernsteinsiure . 4,0 Minuten 
PRPeGieOue Fo a Oe a ee 4,0 Minuten 
1 cem Phosphatlésung, 0,25 cem Susp. 2, 
0,25cem Wasser, 0,5cem Methylenblau- 
Bernsteinsiure . 
Parallelprobe Pines 6 hee ee 
1 com Phosphatlésung, 0,25 cem Susp. 2, |) 
0,25 cem Co-Zymase, 0,5 ccm Methylen- Nach 1,5 Stunden sehr 
blau-Bernsteinsiure ....... deutliche Entfirbung 
Parallelprobe 


Nach 2,5 Stunden keine 
nennenswerte Entfir- 
bung 








Versuch 2, 


Die Methylenblau—Bernsteinsaurelésung ist dieselbe wie 
im vorigen Versuche. 2g Trockenhefe H wurden ausgewaschen 
und in 5 ccm Wasser suspendiert. Susp. 
5g Trockenhefe H wurden 1 Stunde mit 50 com Wasser 
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geschiittelt. Das Filtrat wurde in dem Versuche als ,,Wasch- 
wasser® verwendet. Ein Teil des Filtrats wurde bis 80° er- 
hitzt. ,,Erhitztes Waschwasser.“ 

















Zusammensetzung der Reaktionsmischungen | Entfairbungszeit 
1cem Phosphatlésung, 0,25cem Hefesusp., eo: 
0,25eem Wasser, 0,5cem Methylenblau- | es a0 Stunden ist die 
Wiiesthbiiiiaes ntfirbung nicht voll- 
Parallelprobe a atindig 
1 cem Phosphatlésung, 0, 25 ccm Waele 
wasser, 0,25 ccm Wasser, 0,5 ccm Nach 20 Stunden keine 
ome aga ata a. oe merkliche Entfirbung 
Parallelprobe . . . 
icem Phosphatlésung, 0, 25 cem Helis. ay 
0,25 ccm Waschwasser, 0,5ccm Methylen- 
blau-Bernsteinsiure ....... 54,0 Minuten 
Parallelprobe .. . 52,0 Minuten 
1 cem Phosphatlésung, 0, 25 ccm oh Waseh- 
wasser, 0,25 com Wasser, 0,5 ccm Nach 20 Stunden keine 
ee ee oe merkliche Entfirbung 
Parallelprobe : 
1cem Phosphatlésung, 0, 85 ccm  Hefesanp., is 
0,25 ccm erh. Waschwasser, 0,5 cem 
Methylenblau-Bernsteinsiure . . . . 50,0 Minuten 
Paraiisiprobe 6. 8 es ns , ‘ 49,5 Minuten 





Versuche 1 und 2 zeigen ain EinfiuB und die Temperatur- 
bestindigkeit des auswaschbaren ,,Komplementes“, das wir 
fernerhin als Co-Reduktase bezeichnen wollen. Die Resultate 
stehen mit den oben erwihnten friiherer Forscher in Einklang. 


Versuch 3. 


0,3 g Bernsteinsiure wurden unter Verwendung von Lackmus- 
papier mit KOH neutralisiert. Danach wurde mit Wasser bis 
100 ccm verdiinnt. 

0,5 g Methylenblau wurden in Wasser gelést. Volumen 1 L. 

Das Muskelpriparat war ein Trockenpriparat von einer 
frischen Ratte. 2g Trockenpriparat wurden mit 400 ccm 
Wasser 1 Stunde geschiittelt und dann viermal mit 400 ccm 
Wasser gewaschen. Nach Trocknen auf Filtrierpapier wurde 
zu jeder Probe 0,2 g eingewogen. 
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Ein Waschwasser wurde bereitet von je 5g Trockenhefe H 
und 50 ccm Wasser. 

2 g Trockenhefe R wurden ausgewaschen und in 5 ccm 
Wasser suspendiert. Volumen der Suspension etwa 10 ccm. 
Susp. 1. 

2 g Trockenhefe R wurden in 5 com Wasser suspendiert. 
Volumen der Suspension etwa 10 ccm. Susp. 2. 

2 g Trockenhefe H wurden ausgewaschen und in 5 ccm 


Wasser suspendiert. Volumen der Suspension etwa 10 ccm. 
Susp. 3. 








Zusammensetzung der Reaktionsmischungen Entfarbungszeit 








Wasser, 0,5 cem ee : die Proben noch sehr 


1 cem Phosphatlésung, 0,2 g Muskel, 0,5 cem Nach 18 Stunden waren 

Parallelprobe |} stark gefirbt 

1 cem Phosphatlésung, 0, 22g Muskel, 0, ‘i ecm Nach 12 Stunden (iiber 
Waschwasser, 0,5 cem sar dicaae Nacht) waren die 

Parallelprobe Proben véllig entfirbt 

1 cem Phosphatlésung, 0, 25° ecm thes 1, \ xe 12 Stunden (iiber 


0,25 cem Wasser, 0,5 ccm Methylenblan Nacht) waren die 





Parallelprobe abe Proben villig entfirbt 
1 cem Phosphatlésung, 0, 25 cem ‘Sem. 2, 

0,25 cem Wasser, 0,5 ccm — oe 4,25 Minuten 
Parallelprobe ... . 4,25 Minuten 
1 cem Phosphatlésung, 0,25 ecm ‘Sink 5, 

0,25 ccm Wasser, 0,5 ecm pn ye 0 Nach 18 Stunden waren 
Parallelprobe . . . . die Proben noch nicht 
1 cem Phosphatlésung, 0,25 cem hea 3, + yéllig entfirbt. Alle 

0,25 cem Bernsteinsiure, 0,5 cem Proben hatten dieselbe 

Methylenblau ieee 6 4 oe eee Farbenstirke 
Parallelprobe ‘ (6 0s5s eee 





Die Versuche bestitigen u. a., dab Bernsteinsaure die 
Co-Reduktase nicht ersetzen kann. Auf die besonders 
von Thunberg betonte Rolle der Bernsteinsiure kommen wir 
im Anschlu8 an weitere Versuche zuriick. *) 





1) Siehe hierzu Euler u. O. Swartz, Sv. Vet. Akad. Arkiy f. Kem. 

Bd. 9, Nr. 21 (1925); sowie Euler u. Myrback, Sv. Kem. Tidsk. Bd. 37, 

S. 178 (1925); siehe auch Quastel u. Whetham, Biochemical Jl. Bd. 18, 

S. 519 (1924); ferner Dakin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 52, 8S. 188 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CIL. 4 
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Versuch 4. 


Mit einer Hefesuspension von derselben Zusammensetzung 
wie Susp. 8 wurde folgender Versuch gemacht. 

1ccm Phosphatlésung, 0,25 com Hefesusp., 0,25 ccm 0,5 n- 
Na-Pyrovinatlésung, 0,5 ccm Methylenblaulésung. 

Nach 4 Stunden waren die Proben noch kraftig gefirbt. 

Auch Pyrovinat ersetzt also die Co-Reduktase 
nicht, %)?) 


Versuch 5. 


2 g ausgewaschene Trockenhefe H, 1 g Glucose, 0,01 g 
Zymophosphat, 5 ccm 10°/,ige Phosphatlésung. p,, = 6,3. 

Waschwasser von 5g H und 50 ccm Wasser. 

Bernsteinsaiure 0,3°/,ige Lésung. 

Acetacetat 0,4°/,ige Lésung. 

Zu jeder Probe 1 ccm Hefesuspension, 1 ccm Wasch- 
wasser, verschiedene Mengen Bernsteinsiure, Acetacetat und 
Wasser. Totalvolumen durch Zusetzen von Wasser immer 3 ccm. 


Girungsversuch. Zimmertemperatur (20°). 
ecm CQ,. 








ecm Bernsteinsiure ecm Acetacetat _ com Wasser 
1 0,5 0,2 1 0,5 0,2 1 1 








Stdn. 








is | 64 | O08 | 04 | OF | OG 10 | 0,4 | 0,4 
20 1 10 | 07 1,5 1,8 16 | 28 1,2 1,4 
3.0 | 2,7 2,4 3,1 26 | 82 | 88 23 | 2,8 


























Auch dieser Versuch liefert also keine Anhaltspunkte 
dafiir, daB Alkali-Succinat oder Acetacetat die Co-Zymase bei 
der Hefegirung ersetzen kénnen. 





1) Uber Versuche zur Aktivierung der Atmung und zum Ersatz 
des Atmungskérpers siehe besonders Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 170, 
S. 428 (1918). | ae : | 

*) Was den Einfiu8 des Natriumfluorids auf die oxydo-reduktiven 
Atmungsvorgiinge betrifft; so handelt es sich in erster Linie um die 
Bildung der schwach ionisierten FeF,-Komplexe, 
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Eine eingehendere Besprechung wollen wir an die Mit- 
teilung weiterer Versuche anschlieBen. Einstweilen entnehmen 
wir unseren Versuchen die folgenden 


Ergebnisse: 
1, Die Co-Reduktase ist mit der Co-Zymase nicht identisch 
(Vers. 3). 
2. Die Co-Reduktase ist aus der Unterhefe H leichter 
auswaschbar als aus der Brennerei-Oberhefe R (Vers. 3). 
3. Die Co-Reduktase aus der Trockenhefe (und Aceton- 
hefe) aktiviert die Methylenblau-Reduktion der ausgewaschenen 


Muskel und diirfte somit mit der Co-Reduktase der Muskel 
identisch sein, 








4* 








Hemmungskérper der Garung. 
Von 


Karl Myrbiick. 
Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 1925.) 








Meyerhof fand bei seinen Untersuchungen iiber tierische 
Co-Zymase, da8 durch Extrahieren von Muskeln mit kaltem 
Wasser Flissigkeiten gewonnen wurden, welche das Co-zymase- 
freie Hefepriparat nicht zu aktivieren vermochten, waihrend 
sie nach Erhitzen auf etwa 90° eine starke Co-Zymasewirkung 
zeigten.!) Dieses Verhalten beruht nicht etwa darauf, daB die 
Co-Zymase sich in der nicht erwarmten Lésung in irgendeiner 
inaktiven Verbindung befindet, sondern darauf, da8 in der 
Lésung ein Hemmungskérper der Garung enthalten ist, denn 
die nicht erwirmten Flissigkeiten hemmen auch die Garung 
eines nicht von Co-Zymase befreiten Hefepriparates. Nachdem 
es klar geworden ist, dab der Kohlehydratabbau in den Muskeln 
in vielen Hinsichten mit dem in der Hefe iibereinstimmt, ge- 
winnt der Hemmungskérper gréBeres Interesse, da es nimlich 
sehr nahe liegt anzunehmen, daB ihm eine Bedeutung als 
Regulator der Kohlehydratspaltung in dem Muskel zukommt. 

Die bekannien Higenschaften des Kérpers sind folgende: 
Er hemmt die alkoholische Garung von PreSsaft und Trocken- 
hefe, er wird durch Erhitzen zerstért (nach Euler und Myr- 
back liegt die Inaktivierungstemperatur zwischen 50 und 60%, 
er dialysiert nicht durch Kollodium.?) 





1) Meyerhof, Diese Zs. Bd. 101, S. 165 (1918). 
*) Euler u. Myrbick, Svensk kem. tidskr. Bd. 36, S. 295 (1924). 
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Im folgenden werden einige weiteren Beitrige zur Kenntnis 
des Hemmungskérpers geliefert. 


L 


Als ,Hemmungskérper“ wurde ein durch kaltes Wasser 
gewonnener Extrakt aus fein zerschnittenem, frischem Kalbfleisch 
verwendet. Die Giarungen sind mit folgender Mischung aus- 
gefiihrt: 

0,2 g Trockenhefe H. 

0,1 g Glucose, 

0,05 g Phosphat py, = 6,4. 
Wasser oder andere Zusitze 
Volumen 2 ccm. 


Versuch 1. Verschiedene Mengen Hemmungskirper. 




















ccm CO, nach den unten angegebenen Zeiten 
(Minuten) 
Zusatz 

40 60 90 150 210 330 

Wamer .... = 1-60 | BE} Of ) 68 1 te 1) 
eo te ec aw ee TP RB ae ee ee 
0,5 com Fleischextrakt 8,0 8,5 4,0 —_ 5,4 6,0 
1,0 eem “ 1,7 2,0 2,1 _ 2,6 2,7 
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Fig. 1. 
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Wie in der schon zitierten Arbeit von Euler und Myr- 
bick wurde gefunden, daB die Garung durch Zusatz von 
steigenden Mengen Hemmungskérper immer mehr herabgesetzt 
wird, obgleich sie mit ziemlich groBer Geschwindigkeit ein- 
setzt. Ob die Bindung eines der Giarungsenzyme an den 
Hemmungskérper, die wohl die Ursache der Hemmung sein 
diirfte, eine gewisse Zeit erfordert, miissen weitere Versuche 
zeigen. 

Versuch 2. Uber Sorption des Hemmungskérpers. 

Als Sorptionsmittel wurden Aluminiumhydroxyd und Kaolin 
nach Willstatter versucht. Zuerst wurde gepriift, ob die 
Sorptionsmittel, zu den Giargemischen gesetzt, irgendeinen 
Hinflu8 auf die Gérungsgeschwindigkeit ausiibten: 5 °/,ige Auf- 
schlammungen der Sorbenzien. 





























ccm CQ, nach den angegebenen Zeiten 
(Minuten) 
Zusatz 

80 45 60 80 210 13800 
eer 3,5 6,5 8,1 9,2 14,7 | 21,0 
1cem Al-Suspension . .]| 3,0 6,0 7,8 8,7 — — 
1 ccm Kaolinsuspension .| 3,3 6,2 7,9 9,0 _ — 
1 cem Fleischextrakt . .| 1,9 2,3 2,6 2,9 3,8 5,5 
1 com »  gekocht | 5,4 7,9 9,7 {11,2 — — 

















Die Sorbenzien zeigen keinen EHinfluB auf die Garungen. 
Dies ist nicht erstaunlich, denn zwar werden wenigstens ge- 
wisse der Girungsenzyme von Tonerde und Kaolin sorbiert, 
aber andererseits ist neutrales Phosphat, das ja in den Girungs- 
mischungen in groBer Menge vorhanden ist, ein vorziigliches 
Elutionsmittel. ee 

DaB die Hemmung durch Fleischextrakt (Versuch 3) in 
dem gekochten Extrakt villig fehlt, beweist der Versuch 4. In 
diesem Versuch kommt sogar die Co-Zymasewirkung des 
Muskels zutage. 

Versuch 8. Je 5 ccm des Mddaestesltes wurden mit 
2 ccm Sorbensaufschlammung versetzt. Nach 1/, Stunde wurde 
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teils 1 com der Mischungen zu Girproben gesetzt, teils wurde 
je 1 ccm der Filtrate von den Sorbenzien geprift. 























ecm CO, nach den angegebenen Zeiten 
(Minuten) | 
Nr. Zusatz 

30 60 90 150 180 

1 Weer 6 ea 5,5 1,8 9,3 12,8 18,2 
2 | 1cem Al-Sorbat . 1,5 2,2 2,6 8,0 |. 3,1 
3 1 cem Filtrat davon 3,2 5,0 6,3 7,6 8,0 
4 1 ccm Kaolinsorbat 1,0 1,9 2,8 2,7 2,7 
5 1 cem Filtrat davon 3,1 4,7 6,0 7,1 8,2 














Die Versuche beweisen, daB der Hemmungskérper von 
beiden Sorbenzien sorbiert wird, bei den oben angewandten 
Mengenverhiltnissen nicht ganz vollstindig. Die Sorbate sind 
wirksam, was, wenigstens im Falle von Al, nach den unten 
beschriebenen Versuchen auf die Elutionswirkung des Phos- 
phats beruht. 

Versuch 4. 24 ccm Muskelextrakt + 8 ccm Tonerde- 
suspension. Nach 1/, Stunde wurde filtriert, das ,,Filtrat“ wurde 
geprift. Das Sorbat wurde mit 50 ccm ,,Waschwasser“ ge- 
schiittelt und wieder zentrifugiert. Das ,Sorbat“ mit 15 ccm 
3°/, Phosphatlésung angeriihrt, wurde im Versuche 5 gepriift. 
SchlieBlich wurde auch diese Mischung filtriert und die ,,Elution“ 
auf Hemmungskérper untersucht. 






































| ecm CO, nach den angegebenen Zeiten 
Nr. Zusatz ee 

15 30 45 60 15 1000 

1 | Ohne Zusatz . . .| 20 | 451 68 | 7,6 | 84 | 20 
2 | 1ccm Muskelextrakt | 0,8 | 1,6 | 2,0 | 22 | 24 | 4,2 
3 | 1ccm , Filtra“ . .| 18 | 42 | 62 | 7,0 | 78 | 16,5 
4 | leem,,Waschwasser“ j 0,5 4,0 6,8 | 7,8 8,2 19,0 
5 | 1cem,,Sorbat’ . .]| 0,8 0,7 1,0 | 1,8 1,6 3,0 
6 | 1cem ,,Elution“ . .| 02 | 0,7 | 1,0 | 18 | 16 | 38,0 


Die Sorption ist in diesem Versuch beinahe vollstandig. 
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Kein Hemmungskérper wird durch Waschen des Sorbates mit 
Wasser ausgelést. Dagegen erreicht man mit 3°/,iger Phos- 
phatlésung (p,, = 6,2) vollstindige Elution. | 
Versuch 5. Die phosphathaltige Elutionslésung des 
vorigen Versuches wurde erschépfend dialysiert (Kollodium- 
schlauch). Der Gehalt vom Hemmungskérper wurde danach 


bestimmt und auch ein Garungsversuch mit der erhitzten Lésung 
angestellt. 




















ecm CQ, nach den angegebenen Zeiten 
(Minuten) 
Zusatz 
20 | 80 | 45 60 | 120 | 210 | 270 | 345 
Kein Zusatz . . . - .|3,0/5,5| 8,7/ 10,0 | 14,0 | 17,0 | 18,3 | 20,3 
1 cem dial. Elution . ./2,5/38,6/ 5,0| 5,4] 65/ 7,01 7,8] 7,5 
leem ,, 4, gekocht | 3,8 | 6,8 | 10,0 | 11,5 | 15,7 | 18,8 | 20,2 | 23,0 























Zwar ist durch die Dialyse eine kleine Schwichung des 
Hemmungsvermigens eingetreten, deutlich ist aber, daB auch 
der durch Sorption gereinigte Hemmungskérper Kollodium- 
haute nicht durchdringt. Durch Erhitzen wird auch der ge- 
reinigte Hemmungskorper vollstindig inaktiviert. 

Versuch 6. Reinigungsversuch. 

Ein Muskelextrakt wurde mit Tonerde sorbiert, das Sorbat 
gewaschen und mit Phosphat eluiert. Nach 4tagiger Dialyse 
Garungsversuch. 



























































ecm CO, nach den unten angegebenen Zeiten 
(Minuten) 
Zusatz 
20 | 830/45 60 | 75 | 90 | 120 | 150} 210 | 270 | 345 
Kein Zusatz . . . | 8,0/5,5/8,7/| 10,0| 11,8] 12,3 | 14,0| 15,2} 17,0| 18,3 | 20,8 
1 ccm Muskelextr. . | 1,5/ 2,0) 2,4/ 2,5) 8,0] 8,1) 3,4) 3,6) 4,0) 4,1) 4,2 
1 cem dial. Elut. . | 0,9] 1,5|/2,2] 2,5] 3,0| 8,3] 3,7] 4,2] 4,6| 5,0| 5,8 


Die Hemmungswirkung der beiden Flissigkeiten ist an- 
nihernd gleich. Die Trockengewichte von 1 com waren: 


Der Muskelextrakt 


Die dialysierte Elution . 


. 0,0828 g 
0,0035 g 
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Der Hemmungskérper in der Elution ist also etwa 10 mal 
reiner als der Muskelextrakt. 


IT. 
Die Wirkung des Hemmungskorpers auf verschiedene 
Trockenhefen. 
Ein Beitrag zur Charakteristik der Ober- und Unterhefen. 


Wie in der Kinleitung gesagt wurde, sind alle oben be- 
schriebenen Versuche mit unserer Unterhefe H ausgefiihrt. 

Nun hat man in girungschemischen Arbeiten oft gefunden, 
daB zwischen den besonderen Hefen, zumal zwischen Ober- 
und Unterhefen, mehrere Verschiedenheiten bestehen. An einige 
sei hier erinnert: 

Trockene Oberhefen bilden nur sehr wenig Zymophosp hat, 
die Unterhefen dagegen viel. [Nach Neuberg kénnen auch 
Oberhefen zur Veresterung dadurch gebracht werden, da’ man 
Co-Zymase (Kochsaft) zusetzt.] 

Aus trockenen Unterhefen kann die Co-Zymase mit Wasser 
ausgewaschen werden, aus Oberhefen nicht.') Genau dasselbe 
Verhalten zeigt das Phosphat der Hefen.?) 

Es war nun von Interesse zu untersuchen, wie sich die 
verschiedenen Hefen zu dem Hemmungskérper verhalten. 

Versuch 7. Oberhefe des Instituts fir Garungsgewerbe. 
Als Hemmungskérper ein Muskelextrakt, daB die Garung der 
Hefe H stark hemmt. 




















ecm CQ, nach den angegebenen Zeiten 
(Minuten) 
Zusatz 
30 60 80 105 
Ohne Zusatz .... 5,5 11,7 15,2 15,5 
0,1 ccm Muskelsaft . . 5,5 11,4 15,6 15,7 
0,8 cem . Mig 6,0 11,5 14,6 15,0 
0,6 ccm 9 4 6,5 11,5 14,6 15,0 
1,0 eem f a 6,2 11,2 14,2 14,5 














1) Euler u. Myrback, Diese Zs. Bd. 117, S. 28 (1921). 
*) Euler, Myrback u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 144, 8. 187 (1925). 
S. auch: Euler u. Nilsson, Girungscoenzym d. Hefe VII. DieseZs. 1925. 
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Karl Myrbick, 





Der Versuch zeigt, daB die Girung dieser Hefe durch die 
Anwesenheit des Hemmungskérpers nicht beeinflu8t wird. Es 
wurde nun eine gréBere Versuchsreihe mit verschiedenen Hefen 
angestellt. 

Versuch 8. In samtlichen Versuchen ist dieselbe Menge 


Hemmungskoérper zugesetzt: 
0,2 g Trockenhefe, 
0,1 g Glucose, 


mit Wasser, das zweite mit Muskelsaft. 


0,05 g Phosphat, 
1 ccm Muskelsaft oder Wasser 





2 ecm 
Mit jeder Hefe wurden zwei Versuche gemacht: Das erste 


Versuch 1 und 2: Unterhefe H der St. Eriks-Brauerei, Stockholm, 





t 
i 

a 

o. 
ty 

















~ . ee aus dem Institut fir Girungsgewerbe, 
Berlin, 
» 5 4 6: Unterhefe aus der Schultheissbrauerei, Berlin, 
tC OR »» 9, LOwenbrauerei, Miinchen, 
s 2 ee Oberhefe M des Instituts fir Girungsgewerbe, 
Berlin, | 
» 11 ,, 12: Oberhefe R aus Stockholms Norra Jistfabrik, 
Rotebro, Schweden. 
cem CO, nach den unten angegebenen Zeiten 
pares: 
Versuch 
15 80 45 60 15 90 115 | 160 | 205} 250 
1 4,0} 7,8 | 9,6 | 10,5 | 12,2 | 18,8 | 14,6 | 16,5 | 18,1 | 19,6 
2 26| 86] 4,5] 4,7] 54] 56] 62] 69) 7,4] 17,9 
8 5,1 | 9,9 | 18,7 | 15,7 | 17,0 | 18,0 | 20,0 | 23,5 | 23,6 | 23,7 
4 4,0 | 6,2 | 8,4 | 10,8 | 11,5 | 12,7 | 14,1 | 16,1 | 16,6 | 17,0 
5 5,0 | 9,6 | 12,9 | 14,9 | 16,2 | 17,5 | 20,2 | 23,2 | 23,6 | 23,7 
6 3,5 | 5,1 | 6,7 | 8,0 | 9,0 | 10,0 | 11,0 | 12,5 | 13,0 | 13,4 
1 8,0 | 9,0 | 12,5 | 14,9 | 16,2 | 17,5 | 19,2 | 21,4 | 21,6 | 21,8 
8 3,7 | 52| 65] 7,5] 82] 8,7 | 9,5 | 10,5 | 10,8 | 11,2 
9 5,4 | 10,1 | 15,9 | 18,7 | 19,6 | 19,9 | 20,8 | 20,8 | 21,2 | 21,7 
10 6,7 | 11,9 | 17,5 | 18,1 | 18,5 | 18,7 | 19,1 | 19,6 | 20,0 | 21,0 
il 0,5 | 1,0] 20] 2,5] 8,7] 51 | 8,4 | 14,7 | 168 | 19,2 
2. 1 Sh] O91 G8) Ue Wh as ie as) ~~ 


Aus den Figg. 2 und 3 
































ersehen wir am besten, daB alle 
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die vier untersuchten Unterhefen stark inaktiviert worden sind. 
Die Oberhefen sind dagegen nicht nur nicht inaktiviert, sondern 
sogar ein wenig aktiviert worden, was wahrscheinlich darauf 
beruht, daB der Muskelextrakt Co-Zymase und Zymophosphat 


enthialt. 
Im Verhalten gegen den ,,Hemmungskoérper® in 


Fleisch differieren also die Unterhefen und die Ober- 
hefen stark voneinander. : 








Papa naele 6 otk 








Zur Kenntnis 
der Biokatalysatoren des Kohlehydratumsatzes. II. 
Von 


H. v. Euler, E. Jorpes und K. Myrbiick. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschvle Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28, Juli 1926.) 


Nachdem die Co-Zymase der Hefe durch eine Reihe von 
friher beschriebenen Behandlungen auf einen etwa 200 mal 
héheren Grad der Reinheit gebracht werden konnte als das 
Ausgangsmaterial besitzt und nachdem die Bedingungen und 
Kinheiten fir die quantitative Messung ihrer Wirksamkeit fest- 
gesetzt waren, muBten wir uns die Frage vorlegen, welche 
physiologischen Wirkungen unsere durch ihre Garwirkung 
auf ausgewaschene Trockenhefe charakterisierten Priparate 
ausiiben. 

Als die Hauptwirkung der Co-Zymase konnten wir fest- 
stellen, daB dieselbe das der Phosphatese unentbehrliche 
Co-Enzym ist; ihre treffendste Bezeichnung ware demgemi8 
Co-Phosphatese. 

Den Beziehungen der Co-Zymase zu anderen Biokataly- 
satoren nachgehend, haben wir im vergangenen Jahr wieder- 
holt das Verhiltnis der Co-Zymase zum Insulin festgestellt. 
Dabei hat sich ergeben: 

1. DaB Insulin (ein Stockholmer Praparat ,,Sal“) auf 
die alkoholische Girung keinen EinfluB ausiibt, daB also 
Insulin, einer ausgewaschenen Unterhefe zugesetzt, mit Zymo- 
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hexosen in Gegenwart von Phosphat keine Kohlensadure ent- 
wickelt. | 

2. DaB hochgereinigte Co-Zymasepraparate keine typische 
Insulinwirkung zeigen. 

Den letztgenannten Nachweis, welcher auf Grund einer 
ersten Versuchsreihe schon friher kurz erwahnt wurde, haben 
wir mit noch wirksameren Praparaten erneut geftihrt, und 
wollen diese Versuche hier mitteilen. 


Versuche tiber die Anwesenheit von Insulin in gereinigten 
Co-Zymaselésungen. : 


Es kamen zwei Co-Zymasepraparate in Lésung zur An- 
wendung: Das mit Nr. a bezeichnete, von K. Myrback nach 
der in unserer VI. Mitteilung iiber Co-Zymase beschriebenen 
Methode dargestellt, hatte einen Wirksamkeitsgrad+) von sehr 
angenihert 1700 (genauer 1680). Das Blei war mit Schwefel- 
wasserstoff vollkommen quantitativ aus der Lésung ausgefallt, 
alles Bleisulfid sorgfailtig entfernt, so daB von einer Blei- 
vergiftung durch die Liésung keine Rede sein konnte. Ebenso 
war die Lésung frei von Schwefelwasserstoff und Schwefel; 
ersterer war nicht nur durch griindliches Liften entfernt, sondern 
die Lésung wurde auch noch im Vakuum weitgehend kon- 
zentriert und nach Filtrieren wieder verdiinnt. 

Die gleichen SicherheitsmaBnahmen wurden mit dem 
Priparat b (Lésung b) vorgenommen, welches wir Herrn 
Assistenten R. Nilsson verdanken. Es hatte die Wirksamkeit 
ACo = 3200, und muB also als ein sehr aktives Priparat be- 
zeichnet werden. 

Lésung a enthielt 22 mg Co-Zymase per Kubikzentimeter, 
Lésung b 38 mg Co-Zymasepriparat per Kubikzentimeter. 

Die Lésung a wurde in 3 Kaninchen, welche 24 Stunden 
gehungert hatten, subcutan in Dosen von 10 ccm und 20 ccm 
elngespritzt. 





1) Uber die MaBeinheit vgl. unsere III. Mitteilung iiber Co-Zymase, 
Diese Zs. Bd. 186, §. 107 und zwar 111 (1924), sowie Euler u. 8. 
Karlsson, Diese Zs. Bd. 123, 8. 98 (1922). 























62 H. v. Euler, E. Jorpes und K. Myrbick, 
een a °/o Blutzucker nach Hagedorn 
und Eingespritzt 8 Stunden 

Gewicht ee nach 
Einspritzung Einspritzung 

I 10 cem a 0,100 0,100 

1,8 kg 0,102 0,100 

0,110 0,095 

Il 10 cem a 0.112 0,107 

2,4 kg 0,110 0,110 

0,107 0,105 

Iil 20 cem a 0,107 0,114 

2,15 kg 0,108 0,116 

0,105 0,107 











Da eine kleine, schnell voriibergehende Insulinwirkung 
nach diesen Versuchen noch nicht ausgeschlossen war, wurden 
an weiteren 2 Kaninchen und zwar ebenfalls nach 24 stiindiger 
Hungerperiode, Einspritzungen gemacht. 
Versuche vom 17. Oktober 1924. 








°/, Blutzucker nach Hagedorn 











Kaninchen 

= Ringeopeltt vor Nach Nach 
Gewicht Einspritzung | 60 Min. | 105 Min. 

IV 10 ccm b 0,102 0,119 0,095 

1,7 kg 0,101 0,121 0,095 

nee 0,116 0,104 

V 16 cem b 0,099 0,099 0,100 

1,85 kg — 0,098 0,100 

— 0,096 0,095 














Einen durch den Kaninchenversuch nachweis- 
baren Insulingehalt besaBen also die Lésungen nicht. 
Keinerlei toxische Wirkung konnte an den Tieren 
beobachtet werden. 

Um eventuell vorhandene kleinere Insulinwirkungen nach- 
zuweisen, wurden die Versuche mit weiBen, japanischen Miusen 
fortgesetzt, welche 15—20g wogen und deren Empfindlich- 
keit. gegen Insulin etwa 600mal gréBer ist als diejenige der 


Kaninchen. 
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1 Kanincheneinheit = 600 Mauseinheiten = etwa 10 mg 
Rohinsulin oder 0,25—0,50 mg ,,Insulinchlorid“. 

Die Versuchsmiuse hatten 12 Stunden gehungert und 
wurden wihrend des Versuches bei 33—36° im Thermostaten 
gehalten. 




















Maus Beobachtungs- Beobasliatie 
Nr. zeit 
1 9 40’ Vorm. Subcutan 0,15 ecm Insulinlés. yon 10 Maus- 
einheiten per ccm. 
10 25 Liegt matt. 
10 32 Erregt. 
10 45 Sehr matt, erhilt 1 cem 10 °/,ige Glucose- 
lésung und erholt sich. 
2 10 05 Subeutan 0,2 cem der gleichen Insulinliés. 
10 32 Liegt matt. 
10 45 Typischer Krampf nach vorausgegangenem 
Erregungszustand. Erhalt unmittelbar 
0,5 ccm Glucoselés. u. erholt sich schnell. 
3 10 07 Subcutan 0,3 eem obiger Insulinlésung. 
10 40 Typischer Krampf: 0,5 eem Glucoselésung. 
Erholt sich. 
4 10 10 Subcutan 0,4 cem obiger Insulinlésung. 
10 55 Erregt. 
10 58 Krampf: Erholt sich nach Glucoseinjektion. 
5—10 -- Subcutan 0,10 ecm Co-Zymaselésung a. 
11, 12 Sucutan 0,5 cem Co-Zymaselésung a. 
13—i5 _ Subcutan 0,25 cem Co-Zymaselésung a. 


Keines der mit Co-Zymaselésung behandelten Tiere zeigte 
die fir Insulinvergiftung typischen Symptome mit vorher- 
gehender Mattigkeit und nachfolgender Erregung, welche sich 
in einen rotatorischen Krampf auslést. Dagegen traten bei 
allen Tieren Zeichen von Intoxikation auf. Bei den mit 0,5 ccm 
Lésung behandelten Miusen trat nach 5 bzw. 10 Minuten 
Collaps ein; sie lagen dann unbeweglich und mit gleichmaBiger 
Atmung, bis sie nach einigen Stunden getétet wurden. Dieser 
Zustand konnte durch Glucoseinjektion nicht aufgehoben werden; 
Insulinvergiftung erscheint ausgeschlossen. 

Die mit 0,25 ccm behandelten Mause zeigten nach etwa 
1 Stunde Mattigkeit, Unruhe, Urinabgang und lagen dann in 
Agonie, bis nach etwa 11/, Stunden der Tod eintrat. : 


coast 
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Auch diejenigen, welche 0,1 com Co-Zymaselésung erhalten 
hatten, zeigten sich stark angegriffen. Nur eine Maus blieb 
am Leben; zwei verendeten 2 Stunden nach der Injektion; bei 
der einen war etwa 10 Minuten vor Eintritt des Exitus Glucose- 
lésung eingespritzt worden. 2 Mause wurden getitet zwecks 
Blutzuckeruntersuchung, indessen konnte nicht geniigend Blut 
erhalten werden. 

Analoge Versuche wurden mit der Co-Zymaselésung b an- 
gestellt, und zwar erhielten je 2 Mause 

0,1 cem 0,2cem und 0,5 ccm 


dieser Co-Zymaselésung. Der Effekt war folgender: 




















co Eingespritzt Beobachtung 
1 u. 2 0,1 cem Lebhaft, vielleicht etwas abnorm in den 
Bewegungen. : 
3 0,2 1'/, Stde. nach Einspr. matt mit Atmungs- 
: frequenz, 180 i. d. Minute. Erholt sich. 

4 0,2 Ziemlich matt; erholt sich. 

5 0,5 Exitus nach 110 Min, ohne vorausgehende 
Kraimpfe. : 

6 0,5 Wird allmahlich matt und ist nach 100 Min. 
stark angegriffen. Atmungsfrequenz 150 
bis 160 i.d. Min. Keine Krampfe. Erhilt 
0,5 cem Glucoseinjektion, wodurch sich 
der Zustand nicht verbessert. Exitus 
20 Min. spiter. 


Natiirlich haben wir in Erwigung gezogen, ob diese 
Intoxikation von Stoffen herriihren kénnen, welche bei den 
Reinigungsverfahren verwendet worden waren. Wir halten 
dies aber fiir unwahrscheinlich. Die Aciditét der Lésung war 
kurz vor Anwendung auf p, = 7,5 gebracht worden. 

Zweifellos dirfte nach den mitgeteilten Versuchen 
sein, daB unsere weitgehend gereinigten Co-Zymase- 
Lésungen (ACo 1700—3200) frei von Insulin sind. 

Unser Ergebnis prizisieren wir folgendermaBen: 

Nachdem friiher von Euler und Myrback gezeigt worden 


war, daB die Co-Zymase ein zur Phosphorylierung notwendiger 


Aktivator ist, geht aus diesen Versuchen hervor, daB diese 
Co-Zymase keine nachweisbare Spur von Insulinwirkung ausiibt. 























Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 
XVII. Mitteilung. 


Neue Uberfiihrung von Uro- in Koproporphyrin und iiber 
einige Derivate dieser Porphyrine. 
Von 
Hans Fischer und Josef Hilger. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, August 1925.) 








Uroporphyrin ist auf zwei Wegen in Koproporphyrin tiber- 
gefiihrt worden, zuerst durch Erhitzen mit Jodwasserstoff— 
Hisessig') und dann mit Salzsiure.*) Beim Abbau des Uro- 
porphyrins wurde eine carboxylierte Hamatinsdure erhalten, 
bei der die beiden Carboxylgruppen am wahrscheinlichsten in 
der Malonsiurestellung vorhanden sind und nachdem dieses 
Spaltprodukt das einzige isolierbare bei der Oxydation ist, ist 
es das Nichstliegende, daB auch im Uroporphyrin alle Carboxyl- 
gruppen in Malonsdurestellung vorhanden sind. 

Wenn dem so ist, so muB die partielle Decarboxylierung 
des Uroporphyrins zum Koproporphyrin durch trockenes Er- 
hitzen mdglich sein und bei positivem Ausfall des Versuchs 
gleichzeitig eine groBe Stiitze fiir die in der XIL Mitteilung’) 
aufgestellte Konstitutionsformel sein. 

Wir pulverten Uroporphyrin fein und trockneten es im 
Exsiccator tiber Phosphorpentoxyd bei 60° zur Konstanz. 





1) Diese Zs. Bd. 97, S. 116 (1916). 
2) Diese Zs, Bd. 137, S. 245 (1924). 
8) Diese Zs. Bd. 140, S. 282 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CIL, 5 
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Hiernach wurde es in ein Kélbchen eingetragen, mit dem ein 
gefiillter und gewogener Kaliapparat verbunden war und das 
Kélbchen im Stickstoffstrom im Olbad langsam erwirmt. Bis 
130° konnte beim Kaliapparat keine Gewichtsverinderung 
festgestellt werden. Zwischen 130 und 190° trat Abspaltung 
von Kohlensiure ein und entsprach die Gewichtszunahme des 
Kaliapparates nach 4stiindigem Erhitzen auf 180° ungefahr 
einer Abspaltung von 4 Carboxylgruppen: 

0,4868 g Substanz gaben 0,0991 g COQ,. 

Ber. 21,20°/, Gef. 22,7, 

Der Riickstand im Kélbchen léste sich in EKisessig, ging 
in Ather hinein und gab das Koproporphyrinspektrum. Nach 
der Veresterung. wurde krystallisierter Koproporphyrinester 
erhalten. | 

In einem weiteren Versuch wurden nun 0,9 g Uroporphyrin 
4 Stunden auf 180° im Olbad erwarmt. Der Riickstand wurde 
wiederholt mit Kisessig ausgekocht, worin er sich bis auf einen 
minimalen Riickstand léste. Aus der heifen Eisessiglésung 
krystallisierten beim Erkalten langliche Prismen aus, die nach 
dem Verestern mit Methylalkohol—Salzsiure und in der iiblichen 
Verarbeitung bei 249° schmolzen. Mischschmelzpunkt mit 
Koproporphyrin—Methylester ergab keine Depression. Aus der 
Hisessigmutterlauge konnte noch mehr Koproporphyrin gewonnen 
werden, das auch in den Ester iibergefiihrt wurde, der bei 
248° schmolz. Die Gesamtausbeute betrug 0,4 g, also eine 
Ausbeute von rund 60°/. Die Mutterlaugen wurden auf 
Mesoporphyrin untersucht, es konnte jedoch dieses Porphyrin 
nicht nachgewiesen werden. Vielleicht gelingt es durch Uber- 
tragung der Decarboxylierungsreaktion in analoger Weise auf 
Koproporphyrin zum Mesoporphyrin zu gelangen, Versuche, die 
durchgefiihrt werden sollen. 

Uroporphyrin wurde in krystallisiertem Zustand von 
H. Fischer") gewonnen und analysiert, das Priparat enthielt 
Krystallpyridin und beim Umlésen mit Hilfe von Bicarbonat— 
Hisessig wurde es wolil pyridinfrei, aber nicht aschefrei er- 





1) Diese Zs. Bd..95, S. 52 (1915), 
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halten. Wir modifizierten deshalb das alte Verfahren und er- 
hielten das Uroporphyrin nahezu aschefrei. Wir verfuhren 
wie folgt: : 

0,1 g mehrmals umkrystallisierter aschefreier Uroporphyrin- 
methylester wurde durch 5stiindiges Stehen mit 5 ccm Kis- 
essigbromwasserstoff verseift, hiernach mit Hisessig verdiinnt 
und im Vakuum zur Trockne eingedampft. Den Riickstand 
nahmen wir mit Pyridin auf, worin er sich nur teilweise liste 
und nach dem Filtrieren wurde in siedenden Hisessig gegossen. 
Ks krystallisierten feine Nadeln aus, die abgesaugt und mit 
wenig Hisessig ausgewaschen wurden. Uber Phosphorpentoxyd— 
Atzkali wurde zur Konstanz getrocknet. Die Analyse ergab: 


4,470 mg Substanz gaben 1,880 mg H,O, 9,480 mg CO,. 


4,298mg , 4 1,880mgH,0, 9,070 mg CO,, 0,01 mg Asche. 
5,10img i, »  0,314cem N (723mm, 14%, _ 
CroHgN,0,, Ber. C=57,85%, H=4,44% WN = 6,86°/, 
C,.HsN.0,, Ber. ,, = 57,96 1» = 4,38 » = 6,76 
C.ioHssN,0,, Ber. ,, = 57,82 »» = 4,61 »» = 6,75 
Gef. ,, = 57,86 » = 4,71 » = 6,95 
» = 57,71 ») = 4,77 —_ 


Aus den Zahlen folgt wiederum die zuletzt angefiihrte 
Formel, so daB das Uroporphyrin ein 8fach carboxyliertes 
Atioporphyrin mit 82 Kohlenstoffatomen darstellt. Zur Ge- 
winnung des Atioporphyrins kann man auch direkt das freie 
Uroporphyrin decarboxylieren. Wir erhitzten fein gepulvertes 
Uroporphyrin in kleinen Portionen in evakuierten Reagens- 
glisern iiber freier Flamme schnell auf hohe Temperatur. Man 
_ beobachtet einen violetten Dampf, der sich an den kalten Stellen 
- der Reagensgliser niederschligt. Nach dem Erkalten wurde 
das Sublimat in Ather gelést und, wie friiher beschrieben, auf 
Atioporphyrin verarbeitet. Man erhalt es auch so prachtvoll 
krystallisiert. Die Ausbeute ist aber erheblich schlechter als 
beim fritheren Verfahren. 

Urspriinglich war die Ansicht vertreten worden, daB im 
Uroporphyrin 7 Carboxyl- und 2 Hydroxylgruppen vorhanden 
seien, vor allem auf Grund der Methoxylbestimmungen. Indessen 


war, wie damals schon hervorgehoben, die Durchfihrung der 
5* 
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Methoxylbestimmungen auf groBe Schwierigkeiten gestoBen’), 
weshalb diese Bestimmungen wenig geeignet waren, bei der 
Aufstellung der Formel mit 8 Carboxylgruppen beriicksichtigt 
zu werden. : 

Wir bestimmten die Ammoniakzahl des Uroporphyrins, 
wie Willstatter*) bei den Chlorophyllporphyrinen verfuhr. 
Fein gepulvertes Uroporphyrin wurde in ein Porzellanschiffchen 
eingewogen und bis zur Erreichung der Gewichtskonstanz 
Ammoniakgas dariiber geleitet. Angewandte Menge 0,0453 g, 
Gewichtszunahme 0,0078 g. Fir acht NH, berechnen sich 
16,45 °/,. Gefunden wurden 17,20°/,. Die Ammoniakzahl 
spricht also im Sinne von 8 Carboxylgruppen. 

Weiterhin wurde Uroporphyrinmethylester in sein komplexes 
Cadmiumsalz ibergefiihrt. Uroporphyrinmethylester wurde in 
Eisessig heiB gelést und eine heiBe Lésung von Cadmium- 
carbonat in Eisessig zugegeben. Durch Verdiinnen mit Wasser 
und Versetzen mit Chloroform wurde das Cadmiumsalz isoliert, 
das aus Chloroformmethylalkohol in bischelférmig angeordneten 
Nadeln krystallisiert. Schmelzp. 314°. Spektrum in Chloroform: 


_ I. 576,8; IL 588,0; IIL sehr schwach bei 501; Endabsorption 488. 


Weiterhin lieBen wir rauchende Salpetersiure auf Uro- 
porphyrinmethylester durch 12 Stunden einwirken. Es wurde 
so ein neues Porphyrin erhalten, dessen Ester bei 256° schmolz. 
Nach dem Schmelzpunkt kénnte man annehmen, da8 ein Abbau 
zu Koproporphyrin erfolgt ist. Dies ist jedoch sicher nicht 
der Fall, da der Mischschmelzpunkt mit Koproporphyrin- 
methylester eine Depression von 40° gab. Die Analyse ergab 
6,83°/, N. Der Kérper gibt ein schén krystallisiertes Kupfersalz, 
das bei 286—287° unter starkem Aufblahen schmilzt. Durch 
Verwendung von mehr Material wird es nicht schwierig sein, 
den Verlauf der Reaktion aufzukliren. — 

Koproporphyrinmethylester unterzogen wir dem gleichen 
Verfahren. 0,1 g wurden mit 3 ccm rauchender Salpetersiure 
im zugeschmolzenen Reagensglas 12 Stunden aufbewahrt. Der 





1) Diese Zs. Bd. 95, S. 51 (1915); Bd. 96, S. 163 (1915). 
*) Willstatter u. Stoll, Springer 1913, S. 36. 
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Ester geht blaustichig-rot in Lésung, in dinner Schicht griin. 
Nach Verdiinnen mit Wasser wurde Soda-alkalisch ausgeiithert, 
der Ather nahm nur wenig auf. Spektralbefund: 

I. 680,0; IL. 608,6; Ill. 574,8; IV. 584,1; V. 501,0. 

Nach dem Ansiuern der Mutterlaugen mit Eisessig wurde 
neuerdings ausgeiithert. Der Ather farbt sich intensiv rot 
und beim Eindunsten scheiden sich derbe Prismen ab. Spektral- 
befund: 

I. 629,7; TT. 588,9; TIL 575.4; IV. 584.6; V. 508,1. 

Durch Veresterung mit Methylalkohol in der itiblichen 
. Weise wurde ein schén krystallisierter Methylester vom Schmelz- 
punkt 182° erhalten. Die Analyse stimmt auf einen Dinitro- 
kérper des Koproesters. 3 

5,736 mg Subst. gaben 12,445 mg CO,, 2,985 mg H (Dr. Reinde)). 


4,284mg __,, i 0,365 cem N (Dr. Niemann). 
2,968mg ,, - 8,551 mg AgJ (Dr. Miller). 
CoH Ne9,2 Ber. C = 60,00 *, H = 5,5 */, N = 10,5 i F 4 OCH, = 15,5 ), 
C,,H,,N,0,, Ber. ,,=59,87 ,,=5,62 ,,=10,6 » =16,1 
Gef. ,,=59,19 4, =5,8  ,,=9,48 »  =15,81 


Spektralbefund in Chloroform: 

I. 588; IL 548,4; IIL 511,38; IV. 455,2. 

Materialmangel hat die nahere Untersuchung des inter- 
essanten Kérpers verhindert. 

Wie oben beim Uroporphyrinester beschrieben, wurde auch 
aus Koproporphyrinmethylester ein in schénen Nadeln krystalli- 
sierendes komplexes Cadmiumsalz gewonnen. Spektralbefund 
in Chloroform: 

I. 571,1; I. 538,5; Endabsorption 434,4. 

Mangan 1laBt sich gleichfalls in Koproporphyrinester ein- 
fihren. Aus Essigester krystallisiert es schén in sehr kleinen 
Prismen. : 


4,111 mg Substanz gaben 0,235 ccm N (766 mm, 18° (Dr, Niemann). 

C,.H,,N,0,Mn Ber. N = 7,84°, Gef. N = 6,78°, 

Endlich lieBen wir Hydroxylamin bei Gegenwart von Soda 
und Essigsiureanhydrid unter Zusatz von etwas Schwefelsiure 
auf Koproporphyrinester einwirken. In beiden Fallen wurde 


Koproporphyrin unverandert wiedergewonnen, wie aus der 
b 
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Uberfthrung in den krystallisierten Ester hervorging. Dieser 
Ester schmolz jedoch in beiden Fallen bei 2483—244° und 
wir wollen hervorheben, daS man diesen niedrigen Schmelz- 
punkt des Koproporphyrinesters des dfteren findet, ohne dab 
die Analyse oder die spektroskopische Untersuchung Anhalts- 
punkte fir einen neuen Kérper ergibe. Vielleicht liegt eine 
Isomerie vor, bedingt durch die Verschiebung der Doppel- 
bindung in den Methingruppen zwischen den Pyrrolkernen und 
diirfte eine solche Verschiebung kaum einen wesentlichen 
Unterschied der physikalischen Kigenschaften bedingen. Durch 
Anwendung gréBerer Mengen von Material lieBe sich dies 
wohl leicht einwandfrei feststellen, aber bei Kopro- und Uro- 
porphyrin liegt eben die Hauptschwierigkeit in der Tatsache, 
da8 auBerordentlich wenig Material fir die Untersuchungen 
zur Verfiigung steht. 

















Uber die Spezifitit der Saccharase- und Raffinasewirkung. 


Uber die Affinitatsverhaltnisse der Saccharase. V. » 


Von 
Karl Josephson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule in Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. August 1925.) 


In der ersten Mitteilung iiber die Affinititsverhiltnisse 
der Saccharase wurde der Einflu8 der Mutarotationsisomerie 
der einfachen Zuckerarten auf ihre Affinitét zu der Saccharase 
studiert. Es wurde gezeigt, ,daB Verschiedenheiten in der 
Wirkung der «-Form und #-Form in hohem Grade von der 
iibrigen Konfiguration der Zuckerarten abhingen“. In der 
dritten Mitteilung wurde zum erstenmal ein Versuch gemacht, 
die Verhiltnisse zu finden, welche die Affinititen zu den ver- 
schiedenen Substraten bedingen. Die dabei gefundenen Daten 
lassen sich mit der Annahme gut vereinigen, daB die Affinitat 
zwischen Enzym und Substrat durch die Affinitat der beiden 
Komponenten des spaltbaren Substrats zum Enzym bestimmt 
wird.?) Wie in der vierten Mitteilung gezeigt wurde, laBt sich 
von diesem Standpunkt die Abhingigkeit der Affinitaét zwischen 
Saccharase und Rohrzucker von der Aciditét auf die ent- 


sprechende Abhangigkeit der Affinitaiten des Enzyms zu Fructose 


und Glucose zuriickfihren. 
Diese ,,Zwei-Affinitats-Theorie* wurde dann auch an der 
$-Glucosidase des Emulsins gepriift und weitere Stiitzen fir 





1} Die vier vorangehenden Mitteilungen: Diese Zs. Bd. 182, 8. 301 
(1924); Bd. 184, S. 50 (1924); Bd. 186, S. 62 (1924); Sv. Vet. Akad. Arkiv 
f. Kemi Bd. 9, Nr. 20 (1925). | 

*) H.v. Euler, Diese Zs. Bd. 148, S. 79 (1925). 
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dieselbe wurden erhalten.') Besonders bemerkenswert scheint 
mir in diesem Zusammenhang die Ahnlichkeit der ,,Glucose- 
affinititen“ der beiden Enzyme Saccharase und £-Glucosidase zu 
sein: Die Hemmung der #-Glucosidasewirkung und der Saccharase- 
wirkung durch die einfachen Zucker Glucose, Xylose, Galaktose, 
Arabinose wurde bei beiden Enzymen sehr ahniich gefunden. 

Wegen dieser Abnlichkeit der Affinititsverhiltnisse der 
zwei besprochenen Enzyme schien mir das Studium der Hem- 
mung der Saccharase- und Raffinasewirkung durch Glucoside 
von Interesse zu sein. Zwar liegen schon einige Versuche 
iiber dieses Thema vor, nimlich von L. Michaelis und 
H. Pechstein?), sowie neuerdings von R. Kuhn‘), aber die 
mitgeteilten Versuchsdaten lassen sich nicht fiir ein quanti- 
tatives Studium dieser Verhiltnisse verwerten. 

Besonders auffallend ist das entgegengesetzte Verhalten 
der a@- und £-Glucoside im Verhiltnis zu @- und #-Glucose. 
Wahrend im allgemeinen die a-Form der Glucose eine ge- 
ringere Hemmung als die #-Form zu zeigen scheint, soll nach 
den vorliegenden Angaben die Hemmung durch «-Methyl- 
glucosid sehr viel gréSer als die Hemmung durch #-Methyl- 
glucosid sein. Nun haben die zitierten Autoren die Annahme 
gemacht, daB die Hemmung durch die Glucoside andersartig 
als die Hemmung durch die entsprechenden Zuckerarten ist. 
Wiahrend nimlich die Hemmung durch die Glucose darauf 
zuriickgefiihrt wurde, daB ein Teil des Substrats vom Enzym 
durch den Zucker verdringt wird, und zwar wegen der 
Existenz einer Affinitat zwischen Enzym und hemmendem 
Zucker von &hnlicher Art wie zwischen Enzym und Substrat 
(,, Hemmung erster Art“), soll die Hemmung durch die Glucoside 
von ahnlicher Art sein wie die Hemmung der Saccharasewirkung 
durch beispielsweise Athylalkohol oder Glycerin; es soll also eine 
Hemmung wegen Verainderung der Zerfallsgeschwindigkeit des 
Enzymsubstrates (,.Hemmung zweiter Art“) vorliegen. Aus der 





1) K. Jose phson, Enzymatische Spaltung von Glucosiden, Diese Zs. 
Bd. 147, S. 1 (1925). | 

*) L. Michaelis u. H. Pechstein, Biochem. Zs. Bd. 60, S. 79 (1914), 

*) R. Kuhn, Diese Zs. Bd, 185, 8. 1 (1924). | 
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verschiedenen Hemmung durch die beiden Methylglucoside wire 
also zu schlieBen, daB die der Mutarotationsisomerie entsprechende 
Isomerie der beiden Glucoside auch fiir diese Hemmung zweiter 
Art von ausschlaggebender Bedeutung sein muB. 

Die im folgenden mitgeteilten Versuche zeigen aber, dab 
bei der Saccharase aus Stockholmer Unterhefe H die Hemmung 
durch die Glucoside doch andersartig zu sein scheint als 
L. Michaelis und H. Pechstein wie R. Kuhn annahmen. 
Wahrend namlich die Hemmung durch Alkohol gleich groB ist, 
unabhingig davon, ob das Substrat Rohrzucker oder Raffinose 
ist, zeigt die Hemmung durch Glucoside eine Verschiedenheit 
bei Anwendung verschiedener Substrate. Auch in einer 
anderen Weise wurde gezeigt, daB die Hemmung durch die 
Glucoside nicht von derselben Art wie die Hemmung durch 
Alkohol ist, namlich durch Untersuchung der Hemmung 
durch die Spaltungsprodukte (Fructose und Glucose) 
unter gleichzeitiger Hemmung mit Alkohol einerseits 
und Glucosid andererseits. 

Als Enzymmaterial dienten zwei von Herrn I. Lindstal 
durch die Adsorptionsmethoden gereinigte Praiparate mit 
If = 126 bzw. If = 140. 


A. Hemmung der Saccharase- und Raffinasewirkung 
durch Glucoside. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch e@-Methyl- 
glucosid. 


Drei Versuchsreihen mit variierender Rohrzucker- und 
Glucosidkonzentration wurden ausgefihrt (Tab. 1—3). Bei 
Erhéhung der Glucosidkonzentration steigt die Hemmung etwas 
langsamer als proportional der Glucosidkonzentration (0,5—2 °/,). 
Schon bei einem Gehalt der Versuchslésungen von 2°/, a-Me- 
thylglucosid war die Reaktionsgeschwindigkeit nur 11°/, von 
der in Abwesenheit emmes hemmenden Stoffes eintretenden 
Geschwindigkeit. Bei Variation der Rohrzuckerkonzentration 
wurde aber keine Anderung in der GréBe der Hemmung 
konstatiert. In dieser Hinsicht ist also die Hemmung anders- 
artig als die Hemmung durch Fructose und Glucose. 
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Tabelle 1. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch «-Methylglucosid (0,5°/,). 
! Variation der Rohrzuckerkonzentration. 
































Zucker- und Glucosid- : Drehungs- 
konzentration | Minuten Sens iinderung — vl? 
Rohrzucker 0,023 n. 0 (0,51) — 
0,5 0,50 on 
5 0,38 0,13 
10 0,26 0,25 
15 0,15 0,36 7 
Rohbrzucker 0,028 n. 0 (1,81) _— 
«-Methylglucosid 0,026 n. 0,5 1,30 — 
10 1,21 0,10 
20 1,12 0,19 
30 1,02 0,29 
Rohrzucker 0,058 n. 0 (1,29) —_ 
0,5 1,27 — 
5 1,07 0,22 
10 0,84 0,45 
15 0,67 0,62 fs 
Rohrzucker 0,058 n. 0 (2,12) _ 
a-Methylglucosid 0,026 n. 0,5 2,11 —_ 
8 1,98 0,14 
15 1,85 0,27 
25 1,71 0,41 
Rohrzucker 0,12 n. 0 (2,64) —_ 
0,5 2,61 ~ 
5 2,38 0,26 
10 2,12 0,52 
15 1,85 0,79 A 
Rohrzucker 0,12 n. 0 (3,47) — : 
a-Methylglucosid 0,026 n. 0,5 8,46 — 
8 8,31 0,18 
15 8,16 0,81 
22 8,04 0,48 
Rohrzucker 0,23 n. 0 (5,31) — 
0,5 ie 
5 5,04 0,27 
10 4,71 0,54 
15 4,48 0,88 ue 
Robrzucker 0,28 n. 0 (6,16) —_ 
«-Methylglucosid 0,026 n. 0,5 ‘ _ 
"7 6,00 0,16 
18 5,88 0,28 
20 5,72 0,44 
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Tabelle 2. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch a-Methylglucosid (1°/,). 
Variation der Rohrzuckerkonzentration. 





























A » Loe 
Zucker- und Glucosid- 3 = a 5 
4 3 a = © k-10* Vo/v 
konzentration B 2 °% 
— A Q S 
Rohrzucker 0,023 n, 0 (0,84) a — 
061 28) — — 
6,5 0,24 | 0,60 | 520 sas 
9 0,10 | 0,74 | 530 
o | —0,27 | 1,11 — ne 
Rohrzucker 0,023n. | 0 (3,19) | — — 
a-Methylglucosid 0,052 n. 0,5 8,18 a - 
19 2,77 | 0,42 | 109 aa. 
32 2,56 | 0,68 | 114 
oo 2,08 | 1,11 _— 
Rohrzucker 0,058 n. 0 (1,99) | — — 
0,5 1o8 Low — 
"1 1,12 | 0,87 | 249 pam 
10 0,82 | 1,17 | 255 
co | —0,64 | 2,68 _ ae 
Rohrzucker 0,058 n. 0 (4:61) 1 -— — : 
a-Methylglucosid 0,052 n. 0,5 4,39 _ _— 
11 4,08 10,38 | 58 as 
17 83,93 | 0,48 | 51 
00 1,78 | 2,68 _ 
Rohrzucker 0,12 n. 0 (4,08) | — = 
051.8964 — ee 
10 9,44 11,59 | 154 oss 
16 1,78 | 2,30 | 154 
co | —1,29 | 5,32 — i 
Rohrzucker 0,12 n. 0 (6,89) | — _— : 
a-Methylglucosid 0,052 n, 0,5 6,36 oe a 
18 5,90 |} 0,49 82 32 
18 5,72 | 0,67 | 32 
© 1,07 | 5,82 - 


Die Hemmung ist weiter unabhingig von der Enzym- 
konzentration, wie aus den Versuchen in der Tabelle 4 ersicht- 
lich ist, denn bei einem Gehalt in jeder Versuchsmischung 
von 0,5°/, a-Methylglucosid ist noch Proportionalitiét zwischen 
Enzymmerge und Reaktionsgeschwindigkeit vorhanden. Die 
Hemmung ist aus diesem Grund auch verschiedenartig von 
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Tabelle 3. 
Hemmung der Saccharasewirkung durch «-Methylglucosid (2 °/,). 
x &O 2 QO. 
Zucker- und Glucosid- 2 = E E 
es 5 a=! a] k-104 V/V 
konzentration : g oo 
= A ls 
Rohrzucker 0,12 n. 0 (2,58) — (133) 
0,5 53 one — 
4 2,18 | 0,40 185 
1 1,91 | 0,67 136 
10 1,65 0,93 138 
15 1,27 | 1,81 140 = 
Rohrzucker 0,12 n. 0 (5,66) — (14,3) 
a-Methylglucosid 0,103 n. 0,5 5,65 — —_— 
: 10 5,55 | 0,11 14,2 
20 5,44 0,22 14,5 
80 5,34 | 0,82 14,3 
40 5,24 | 0,42 14,3 
Tabelle 4, 


Hemmung der Saccharasewirkung durch a-Methylglucosid. Variation 
4°/, Rohrzucker und 0,5°/, o«-Methylglucosid 
in jeder Versuchsmischung. 


der Enzymkonzentration. 

















ecm Enzym- ; Drehungs- i . 
lésung (E.) Minuten | Drehung inderung k-10 k-10*/# 
1 0 (8,49) —_ — 
0,5 8,49 “ _ 
50 3,35 0,14 8,6 
100 8,17 0,32 4,2) 4,0 4,0 
125 8,09 0,40 4,2 
oO —0,01 3,50 ~— 
2 0 8,49 — —_ 
25 8,85 0,14 1,1 
50 8,21 0,28 1,4> 1,5 8,8 
15 8,04 0,45 8,0 
10 0 8,49 _ — 
5 8,35 0,14 6 
10 8,20 0,29 88 738 8,8 
15 8,04 0,45 0 
20 0 8,49 _ _ 
8 8,29 0,20 85 
6 3,10 0,39. &6 
9 2°91 0,58 g7 (°° +8 
12 2,70 0,79 93 
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der Hemmung durch beispielsweise Silber- und Quecksilber- 
salze, wo die Kurve, welche die Beziehung zwischen Enzym- 
menge und Inaktivierung wiedergibt, die Form einer Dis- 
soziationskurve hat. 

Die Hemmung durch 1 Gewichtsprozent «-Methylglucosid 
ist etwa gleich gro8B wie die Hemmung durch 30 Vol.-Prozent 
Athylalkohol im Reaktionsgemisch. 


Hemmung der Raffinasewirkung durch «-Methyl- 
glucosid., 


Die Hemmung der Raffinasewirkung wurde in 2 Versuchen 
mit 0,051 n-Raffinose und 0,052n- (1°/,) baw. 0,103 n- (2°/,) 
a-Methylglucosid im Reaktionsgemisch untersucht (Tab. 5). Die 
Geschwindigkeit der Spaltung der Raffinose durch das 
angewandte Enzympraparat wurde aber auch durch 
die héhere der beiden Glucosidkonzentrationen nur 
auf etwa die Halfte herabgesetzt, wihrend, wie er- 
wihnt, die Geschwindigkeit der Rohrzuckerspaltung 
durch denselben Gehalt an w-Methylglucosid auf etwa 
den zehnten Teil herabgesetzt wurde. 

Diese sehr groBe Verschiedenheit bei der Spaltung der 
verschiedenen Substrate deutet auf eine wesentlich verschiedene 
Wirkung des w-Methylglucosids auf die Rohrzucker—Saccharase- 
verbindung als auf die Raffinose—Raffinase-(Saccharase-)Ver- 
bindung. Wir haben friiher gesehen, daB die Hemmung der 
Raffinasewirkung durch Fructose und Glucose die Berechnung 
der Affinititskonstanten der Fructose- und Glucose-Raffinase- 
verbindungen erméglicht und daB die so berechneten Werte 
mit den aus der Hemmung der Rohrzuckerspaltung in ent- 
sprechender Weise berechneten Konstanten iibereinstimmen.’) 
Die Hemmung der beiden Reaktionen — die Spaltung des Rohr- 
zuckers und die Spaltung der Raffinose — durch «-Methyl- 
glucosid deutet aber darauf hin, entweder daB die beiden 
Enzyme Saccharase und Raffinase nicht identisch sind, oder 
daB die beiden Substrate in ungleicher Weise an das Enzym 





1) Dritte Mitteilung tiber die Affinitiitsverhiltnisse der Saccharase. 
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gebunden sind. In Anbetracht der vielen Tatsachen, . welche 
fir die Identitat der beiden Enzyme sprechen, miissen wir 
also annehmen, daB die verschiedene Wirkung des a-Methyl- 
glucosids auf die beiden Zuckerspaltungen durch die letztere 
der oben angegebenen Annahmen erklart werden kann. Wenn 
nur der Fructoserest die Bindung vermitteln wiirde, wiren 
aber diese Verhiltnisse schwer zu erkliren. Vielleicht liegt 
aber die Erklarung in der verschiedenen Bindung der beiden 
Substrate an das Enzym. 














Tabelle 5. 
Hemmung der Raffinasewirkung durch o-Methylglucosid (1 bzw. 2 °/,). 
ei ) Qo |. 
Raffinose- und Glucosid- | & =| e 5 
: = a i k+10* v/v 
konzentration S| 9 ° = 
Raffinose 0,051n. | 0 (3,13) — ie 
0,5] 3,11 — was 
6 2,91 0,22) 115 
10 2,77 0,36 | 120 114 
17 2,60 0,53 112 
25 2,48 | 0,70] 110 
a0 1,64 | 1,49 tif 
Raffinose 0,051 n. 0 (4,68) nee -~ 
a-Methylglucosid 0,052 n. 0,5 | 4,67 ete — 
10 4,46 | 0,22 69 
20 4,26 0,42 72 
32 | 407 | 0,61 4 1 | het 
40 8,97 0,71 70 
Raffinose 0,051 n. 0 (6,18) _ os 
a-Methylglucosid 0,103 n. 0,5 6,17 — en 
10 5,99 0,19 59 
22 5,80 0,38 58 
30 | 5,69 | 049) 5sef 8 | 197 
44 5,52 «| 0,66] 58 








Die sehr starke Wirkung des 











a-Methylglucosids auf die 


Rohrzuckerspaltung wire also durch die spezifische Wirkung 
desselben auf die Rohrzucker—Saccharaseverbindung zu ver- 
stehen. Auf die Raffinose—Saccharaseverbindung soll aber die 
Wirkung nicht in demselben Grade spezifisch sein. Wie diese 
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ungleiche Wirkung auf die verschiedenen Enzym—Substrat- 
verbindungen naher zu verstehen ist, 148t sich aber mit unseren 
jetzigen Kenntnissen nicht sagen. 


Die Wirkung des a-Methylglucosids auf die Saccharase 
ist auch bei Anwendung der Raffinose als Substrat sehr viel 
gréBer als beispielsweise die Wirkung desselben Glucosids auf 
das #-Glucosid-spaltende Enzym, die £-Glucosidase des Emul- 
sins, wie die Zahlen der Tabelle 6 zeigen. 














Tabelle 6. 7 
Hemmung der Salicinspaltung durch a-Methylglucosid. 
e be m 8 
Salicin- und Glucosid- 2 a a 5 
; + | Zé k-10* |v 
konzentration = x 29 
z ran) 5 § 
Salicin 0,035 n. 0 | (-097)} — — 
0,5} -0,95 | — ve 
15 | —0,87 | 0,60 | 152) in, 
21 | —020 | 0,77 | 154 : 
o | +0,50 | 1,47 ea 
Salicin 0,035 n. 0 (+ 1,51) ats sok 
a-Methylglucosid 0,052 n. 0,5 1,53 — 
15 2,08 | 0,57 142 
21 2,25 | 0,74 ‘5 f oe | 
a0 2,98 | 1,47 sa 
Salicin 0,035 n. 0 | (+3,70) | — ink 
«-Methylglucosid 0,103 n, 0,5 3,72 a — 
15 4,26 10,56 | 1891 ,,, | 109 
21 4,43 10,73 | 142 
0 5,17 | 1,47 rt 

















Hemmung der Saccharase- und Raffinasewirkung 
durch #-Methylglucosid. | 


Mit #-Methylglucosid wurde nur ein Versuch iiber die 
Hemmung der Rohrzuckerspaltung und ein Versuch tiber die 
Hemmung der Raffinosespaltung ausgefiihrt. Die Versuchs- 
daten finden sich in der Tabelle 7. 


Die Werte des Quotienten v/v, welche in der letzten 
Kolumne der Tabelle angegeben sind, zeigen, daB die Hemmung 
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hier ganz andersartig als im Falle des «-Methylglucosids ist. 
Die Hemmung der Raffinasewirkung wurde unbedeutend gré8er 
gefunden als die Hemmung der Saccharasewirkung. Die Ver- 
schiedenheit ist aber nicht gréBer als die Versuchsfehler. Die 
Hemmung durch das §-Methylglucosid kénnte aber zum Teil 
auf einer Hemmung erster Art (Hemmung wegen Affinitit) be- 
ruhen. Vgl. die Ergebnisse tiber die Hemmung durch Salicin. 





























Tabelle 7. 
Hemmung der Saccharase- und Raffinasewirkung durch 
6-Methylglucosid. 
| oy B, to 
Zucker und Glucosid- s 9 Hl SY 
4 S a Zs k-104 0%/v 
konzentration S E ie 
= Q ha 3 
Rohrzucker 0,12 n. Siehe Tabelle 8 133 
Rohrzucker 0,12 n. 0 (2,22) | — — 
8-Methylglucosid 0,052 n. 0,5 2,18 ~ aaa 
5 1,81 | 0,41 | 111 
10 1,48 | 0,79 | 114 118 | 1,18 
15 iii P4AL 1 114 
o |—1,19 | 8,41 as 
Raffinose 0,051 n. Siehe Tabelle 5 114 
Raffinose 0,051 n. 0 (2,78) — — 
6-Methylglucosid 0,052 n. 0,5 2,77 — —_ 
1 2,58 | 0,21 94 
10 2,50 | 0,29 94 
16 ons tian | apf ** | 1 
22 2,24 0,55 91 
es 1,30 | 1,49 sve 

















Hemmung der Saccharasewirkung durch Salicin. 


R. Kuhn hat die Hemmung der Rohrzuckerspaltung durch 
Salicin untersucht und schlieBt aus seinen Versuchsdaten, ,,daB 
unabhingig von der Rohrzuckerkonzentration die Inversions- 
konstanten um annahernd gleiche prozentische Betrige er- 
niedrigt werden“. Die Versuchsdaten waren die in der Tab. 8 
wiedergegebenen. 
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Tabelle 8. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Salicin nach R. Kuhn. 








Konzentration 
der Saccharose 0,102 0,0508 0,0274 0,0137 n. 
Prozentische Hemmung 


durch 0,1 n-Salicin 41,8 36,6 45,2 47,2 














Die von R. Kuhn aus diesen Zahlen gezogenen Schlub- 
folgerungen diirften aber diskutiert werden kénnen. Die nach 
R. Kuhn vorhandene ,,konstante“ Herabsetzung der Reaktions- 
geschwindigkeiten zeigt eine eventuell nicht zu vernachlassigende 
Variation. 


Die in den Tabellen 9—11 mitgeteilten Versuchsdaten 
tiber die Hemmung der enzymatischen Rohrzuckerspaltung 
durch Salicin unter Anwendung von Enzympriparaten aus 
Stockholmer H-Hefe zeigen, daB in diesem Falle die Hemmung 
von der Rohrzuckerkonzentration in hohem Grade abhiangig 
ist. Wiahrend bei einem Gehalt von 0,23n. (8°/,) Rohr- 
zucker im Reaktionsgemisch die Reaktionsgeschwindigkeit 
durch Zusatz von 0,07 n. (2°/,) Salicin bis auf 86°/, der 
urspriinglichen Reaktionsgeschwindigkeit herabgesetzt wurde, 
war die Reaktionsgeschwindigkeit bei einem Gehalt von 
0,023 n. (0,8°/,) Rohrzucker im Reaktionsgemisch durch die- 
selbe Salicinmenge auf etwa 62°/, herabgesetzt. Bei der 
gréBeren Rohrzuckerkonzentration betrug also die Hemmung 
nur 14°/,, wahrend sie bei der kleineren Rohrzucker- 
konzentration etwa 38°/, betrug. Ahnliche Resultate wurden 
bei den anderen Versuchsreihen gefunden. In der Tat 
kénnen wir auch aus den Kuhnschen Zahlen einen dhn- 
lichen ,,Gang“ der Hemmung bei Anderung der Rohrzucker- 
konzentration spiiren. 


Wir finden also, daB ahnlich wie die 8-Form der Glucose 
eine stirkere ,Hemmung erster Art“ als die a-Form der 
Glucose zeigt, ist diese Hemmung beim #-glucosidischen Salicin 
gréBer als beim a-Methylglucosid. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CIL. 6 
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Tabelle 9. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Salicin (1 °/,). 


Variation der Rohrzuckerkonzentration. 



































x dp B do 
Zucker- und Glucosid-| 3 8 q 5 
: | 5 a Es k- 104 | 0 
konzentration = b rs 
al Aa |48 
Rohraucker 0,012n. | 0 (0,42) a — 
0,5 0,41 io wi 
10 0,26 | 0,16 | 149 |... 
16 0,18 | 0,24 | 156 
co | —0,18 | 0,55 i a 
Rohrzucker 0,012 n. 0 (—0,60) eon i : 
Salicin 0,085 n. 0,5 | —0,61 _ _ 
10 —0,71 | 0,11 | 97 = 
16 —0,77 | 0,17 | 100 
Rohrzucker 0,028 n. 0 (0,81) a — 
0,5 0,80 sane sie 
10 0,59 | 0,22 | 100 |, 
16 0.47 | 0,84 | 104 
o | —0,26 | 1,07 — 
1,84 
Rohrzucker 0,028 n. 0 (—0,21) a —_ 
Salicin 0,085 n. 0,5 — 0,22 — sini 
10 — 0,38 0,17 15 76 
16 —0,47 | 026 | 76 
Rohrzucker 0,058 n. 0 (2,03) — a 
0,5 2,08 st sie 
30 1,75 0,28 eat 16.3 
55 1,52 | 0,51 16,6f °” 
co | -065 | 2,68 ~ : 
1,20 
Rohrzucker 0,058 n. 0 (1,03) —_— sien 
Salicin 0,035 n. 0,5 1,03 — — 
80 0,80 | 0,28 | 13,0) i9¢ 
55 0,59 | 0,44 | 14,2f °” 
Rohrzucker 0,12 n. 0 (4,08) — — 
0,5 Pe ee ‘ns 
80 3,69 | 0,34 a 4. 
55 8,38 0,65 10,8 , 
co | —1,29 | 5,32 ~~ ca 
Rohrzucker 0,12 n. 0 (3,04) — win : 
Salicin 0,085 n. | 0,5 8,038 mo — 
| 80 2,14 | 0,80 S| as 
55 2,46 | 0,58 91f ” 
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Tabelle 9 (Fortsetzung). 
bo Ba to 
Zucker- und Glucosid-} : : ot 
konzentration 3 3 as : %/0 
a |4s 
Rohrzucker 0,23 n. 0 (8,17) — os 
0,5 $16 t= = 
30 7,78 | 0,89 | 5,8) 55 
60 7,43 | 0,74 | 5,1f ” 
co | —261 | 10,78 oh oe 
Rohraucker 0,28 n. | 0 (7,10) | — 
Salicin 0,035 n. 0,5 7,09 —_ -- 
30 6,75 | 0,85 | 4,8) 41 
60 643 | 0,67 | 4,6f © 
Rohrzucker 0,35 n. 0 (12,11) oo — 
0,5 | 12,10 in sl 
30 11,72 | 0,89 | 8,6) 96. 
60 11,81 | 0,80 | 3,7f ” 
co | —3 88 | 15,99 nt i 
Rohraucker 0,85 n. | 0 | (11,12) | — in 
Salicin 0,035 n. 0,5 11,11 — —_— 
80 10,76 | 0,86 | 8,8) 9 95 
60 10,38 0,74 a4: 
Tabelle 10. 
Hemmung der Saccharasewirkung durch Salicin (2 °%,). 
Variation der Rohrzuckerkonzentration. 
x p oo 
Zucker- und Salicin- £ i Hy 5 ; 
ae qj a a ® k- 10 0_/v 
konzentration ms x > 
=) Q = § 
Rohrzucker 0,023 n. 0 (0,81) — — 
0,5 eb. ae ste 
8 0,82 | 0,49 | 882) a4, 
14 0,08 | 0,78 | 856 
0) — 0,26 1,07 —_ 1.60 
Rohrzucker 0,028 n. 0 (—1,17) — _ . 
Salicin 0,07 n. 0,5 | —1,19 a _ 
14 —1,73 | 0,56 | 280 
o | ~050 4 197 — 
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Zucker- und 


Salicin- 


konzentration 








Rohrzucker 


Rohrzucker 
Salicin 


Rohrzucker 


Rohrzucker 
Salicin 


Rohrzucker 


Rohrzucker 
Salicin 


Rohrzucker 


Rohrzucker 
Salicin 


0,040 n. 


0,040 n. 
0,07 n. 


0,058 n. 


0,058 n. 
0,07 n. 


0,12 n. 


0,12 n. 
0,07 n. 


0,28 n. 


0,28 n. 
0,07 n. 























Vo/v 


1,50 


1,86 


1,25 


1,16 
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Tabelle 11. 
Hemmung der Saccharasewirkung durch Salicin (4°/,). 
Variation der Rohrzuckerkonzentration. 
2 tp 
bo bo | PS 
Zucker- und Glucosid- = 5 G5. 
2 a BS [Ses] %/ 
konzentration z. oS <.4% 
a0 
Rohrzucker 0,014 n. (0,49) 36 
0,49 
0,425 
0,38 ~ 
Rohrzucker 0,014 n. (— 3,39) 20 : 
Salicin 0,14 n. — 3,89 
— 38,425 
—3,45 
Rohrzucker 0,028 n. (0,99) 62 
0,985 
0,88 
0,80 i. 
Rohrzucker 0,028 n. (—2,89 36 : 
Sulicin 0,14 n. — 2,89 
— 2,955 
— 3,00 
Rohrzucker 0,058 n. (2,045) 114 
1,98 
1,865 LS 
Rohrzucker 0,058 n. (— 1,88) 15 : 
Salicin 0,14 n. — 1,885 
— 1,955 
\ ~2,00 
Rohrzucker 0,12 n. (4,03) 140 
8.89 
8,805 : 
1,35 
Rohrzucker 0,12 n. (+0,105) 104 
Salicin 0,14 n. +0,10 
0,00 
—0,06 


Hemmung der Raffinasewirkung durch Salicin. 


In Bestitigung der Ergebnisse beziiglich der Hemmung 
der Rohrzuckerspaltung durch Salicin wurde auch die Hemmung 
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der Raffinosespaltung durch dladsiallle Glucosid als abhingig 
von der Zuckerkonzentration gefunden, wie aus den Zahlen 
der Tab. 12 zu ersehen ist, 


Tabelle 12. 


Hemmung der Raffinasewirkung durch Salicin (1 °/,). 














F oe | £P 
Raffinose- und Salicin- 2 =| ga 5 
; 5 a 2s k- 104 V/V 
konzentration & 2 oo 
= a A a 
Raffinose 0,0255 n. 0 | (1,59) se a 
0,5 - a 
10 1,37 0,22 | 148 
20 1,23 0,36 | 189 144 
30 1,11 0,48 | 144 
ee 0,88 0,76 von oe 
Raffinose 0,0255 n. 0 (0,95) — — ‘ 
Salicin 0,035 n, 0,5 | 0,94 so sin 
10 0,82 0,18 81 
20 0,71 0,24 =| 82 
30 0,62 0,38 82 
ea) 0,19 0,76 nn 
Raffinose 0,050 n. 0 (8,18) ~_ “ni 
05 | 3,11 <n ie 
10 2,79 0,34 | 112 
20 2,54 0,59 | 110 1 
80 2,34 0,79 | 109 
40 2,16 0,97 | 114 
a 1,64 1,49 — oe 
Raffinose 0,050 n. 0 (2,44) — _ 
Salicin 0,035.2. 0,5 2,43 — — 
10 2,21 0,23 13 
20 2,02 0,42 — 4 a3 
30 1,85 0,59 18 
40 1,70 0,74 15 
a0 0,95 | 1,49 _ 

















Gerade wie die Hemmung der Raffinosespaltung durch 
einfache Zuckerarten gréSer ist als die Hemmung der Rohr- 
zuckerspaltung bei Priifung iibereinstimmender Konzentrationen, 
ist die Hemmung der Raffinosespaltung durch Salicin gréBer 
als die entsprechende Hemmung bei Anwendung von Robr- 








Uber die Spezifitit der Saccharase- und Raffinasewirkung. 87 


zucker als Substrat. Es ist dies ein zweites Kennzeichen fiir 
die Existenz einer Affinitit zwischen der Saccharase und dem 
besprochenen Glucosid von thnlicher Art wie zwischen Saccha- 
rase und Fructose oder Glucose. 


B. Hemmung der Saccharasewirkung durch Fructose und 
Glucose unter gleichzeitiger Hemmung mit verschiedenen Stoffen. 


Die in der Literatur beschriebenen Hemmungen der Enzym- 
wirkungen durch Stoffe wie Zuckerarten oder Alkohole kénnen 
zu zwei verschiedenen Erscheinungen zuriickgefiihrt werden. 
Dieselben betreffen: 

1. Hemmung wegen Konkurrenz zwischen Substrat und 
hemmendem Stoff um das Enzym, wegen der Anwesenheit von 
Affinitétskriften zwischen Enzym und hemmendem Stoff von 
aihnlicher Art wie zwischen Enzym und Substrat. (,,Hemmung 
erster Art; Anderung der Konzentration der R. v. M.I) > 

2. Hemmung wegen Anderung der Stabilitat der reaktions- 
fahigen Enzym-Substratverbindungen (Anderung der Zerfalls- 
geschwindigkeit des Enzym-Substrates) sei es wegen ,,Ande- 
rung der Natur des Lésungsmittels“ oder wegen der Existenz 
einer Affinitit zwischen Enzym und hemmendem Stoff, welche 
von anderer Art wie die Affinitét zwischen Enzym und Sub- 
strat ist, also durch andere Atomgruppen des Enzyms, als die 
spezifischen substratbindenden Gruppen vermittelt. (,,Hemmung 
- gweiter Art“; Anderung der Konzentration der R. v. M. II.) 

Im allgemeinen hat man die Annahme gemacht, da8 eine 
beobachtete Hemmung auf eine dieser Gruppen von Hemmungs- 
erscheinungen zuriickgefiihrt werden kann. Neuerdings hat 
aber der Verfasser beziiglich der Hemmung der £-Glucosidase- 
wirkung des Emulsins durch Alkohole und Phenole die 
Annahme gemacht, daB beide Hemmungserscheinungen gleich- 
zeitig auftreten..) Es wurde dabei angenommen, da8 die 
Hemmung zweiter Art unabhangig von der Natur der Enzym- 





1) K. Josephson, Enzymatische Spaltung von Glucosiden, Diese 
Zs, Bd. 147, S. 1 (1925). 
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Substratverbindungen eines einzelnen Enzyms war. In der Tat 
lieBen sich unter diese Annahme ,,Affinitétskonstanten“ der hypo- 
thetischen Alkohol-(Phenol-)Enzymverbindungen berechnen. 


Tabelle 13. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose. 














5 ep HPloes 
g e |PE|Sees 
Zuckerkonzentration = = £ s ee a "tp |v 
a) Pat “o om: 
a] a 1is4|e<e° 
Rohrzucker 49%), | 0 (2,66), — 100 
0,5 2,638 | — 
5 2,38 | 0,28 
10 2,10 | 0,56 
15 1,83 | 0,83 
21 1,56 | 1,10 
ro) — 0,85 | 3,51 
Rohrzucker 4°, 0 (4,67) | — 67 1,49 
Gleichgewichtsglucose 4°/, | 0,5 4,65 | — 
7 4,41 | 0,26 
12 4,22 | 0,45 
18 4,02 | 0,65 
25 8,77 | 0,90 
Rohrzucker 4°/, 0 (— 0,94)} — 69 1,45 
Gleichgewichtsfructose 4°/, | 0,5 | —0,96 | — 
1 — 1,22 | 0,28 
12 — 1,40 | 0,46 
18 — 1,60 | 0,66 
25 — 1,84 | 0,90 

















In der Hemmung der Saccharase- und Raffinasewirkung 
des hier untersuchten Hefeinvertins durch «-Methylglucosid 
wurde nun ein Fall gefunden, welcher von beiden diesen 
Hemmungserscheinungen abweichendes Verhalten zeigt. Die 
Hemmung der Saccharasewirkung war sehr viel gréBer als die 
Hemmung der Raffinasewirkung, aber die Hemmung war unab- 
hingig von der Konzentration des Substrates. Wegen dieser 
Unabhingigkeit von der Substratkonzentration war die ,,Hem- 
mung erster Art“ ausgeschlossen. Bei einer typischen ,,Hem- 
mung zweiter Art“ (Hemmung der Saccharase- und Raffinase- 
wirkung durch Athylalkohol) war aber die Hemmung nahezu 
unabhingig von der Natur des Substrates, wie ich durch be- 
sondere Versuche festgestellt habe. 
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Die in den Tabellen 183—16 mitgeteilten Versuche be- 
treffen nun die Hemmung der Saccharasewirkung durch Fruc- 
tose und Glucose, also Hemmungen, welche als Hemmungen 
erster Art charakterisiert werden kénnen. Um eventuell 
naihere Kinblicke in die Natur der verschiedenen Hemmungs- 
erscheinungen gewinnen zu kénnen, wurden aber gleichzeitig 
andere hemmende Stoffe zugesetzt. Die Versuche betreffen 
also die eventuell eintretende Anderung der Hemmung 
durch Fructose und Glucose wegen des reaktionshem- 
menden EKinflusses der anderen zugesetzten Stoffe. 


Es wurden dabei Versuche mit a-Methylglucosid, Salicin und 
Athylalkohol ausgefiihrt. 


Tabelle 14. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose unter 
gleichzeitiger Hemmung mit «-Methylglucosid (0,5 °/,). 





























| to 2 1 o 2.8 - 
8 =| ass|5 Mes 
Zuckerkonzentration a a Sh ileaqah] %/v 
= 2 : elisa ew 
= Q Aw ag 2° 
Rohrzucker 4°), 0 (3,52) | — | 100 (86) 
- | 0,5 tm | — 
10 8,32 | 0,20 
20 8,11 | 0,41 
30 2,92 | 0,60 
40 2,15 | 0,77 
Rohrzucker 4°), 0 (5,46) | — 7. 4 186 
Gleichgewichtsglucose 4°/, | 0,5 5,45 | — 
14 5,24 | 0,22 
24 5,09 | 0,87 
36 4,90 | 0,56 
50 4,67 | 0,79 
Rohrzucker 4°), 0 (—0,14)} — 718 1,28 
Gleichgewichtsfructose 4°/, 05), —0O,15 | — 
14 — 0,36 | 0,22 
24 — 0,52 | 0,38 
36 — 0,69 | 0,55 
50 — 0,91 | 0,77 


Was den Versuch mit w-Methylglucgsid betrifft, wurde 
gefunden, daB der Zusatz einen wesentlichen EinfluB auf die 
Hemmung durch sowohl Glucose wie Fructose zeigt. Beide 
dieser Zuckerarten zeigen eine geringere ‘prozentige Hemmung 





ir Lg Ea RR Colca AO & ee eh. hi seiale tepid 


a 

4 

is 
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bei Gegenwart des «-Methylglucosids, als wenn das Glucosid 
nicht zugegen war. 


Tabelle 15. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose und Fructose unter 
gleichzeitiger Hemmung mit Salicin (2 °/,). 





























g| #£ |Seleses 
Zuckerkonzentration Z Bal aaah Me 
S| & |g3|s3ee 
Rohrzucker 4°, 0 (1,89) | — | 100 (82) 
0,5 1374 
1,07 | 0,32 
14 0,75 | 0,64 
20 0,47 | 0,92 
28 0,15 | 1,24 
Rohrzucker 4 1:4 (8,48) | — 18 1,28 
Gleichgewichtsglucose 4°/, | 0,5 $41 | — 
10 3,07 | 0,86 
20 2,18 | 0,70 
80 2,39 | 1,04 
40 2,11 | 1,82 
Rohrzucker 4°), 0 (— 2,24)} — 10 1,48 
Gleichgewichtsfructose 4°/, | 0,5 | — 2,26 | — 
10 — 2,56 | 0,82 
20 — 2,88 | 0,64 
80 — 8,15 | 0,91 
40 — 8,39 | 1,15 


Anders verhalt sich aber das Salicin. Durch die An- 
wesenheit des Salicins wird die Hemmung durch Glucose, ge- 
rade wie im Falle des «-Methylglucosids vermindert, aber die 
Hemmung durch Fructose wird durch die Anwesenheit des 
Glucosids nicht beeinfluBt. Vielleicht 14Bt sich hieraus die 
SchluBfolgerung ziehen, da8 das Glucosid Salicin von derselben 
Atomkombination wie die freie Glucose von der Saccharase 
gebunden wird. Zu der fructosebindenden Atomkombi- 
nation des Enzyms besitzt aber das Glucosid augen- 
scheinlich keine Affinitiat.?) 


* 





- ») Hierdurch wird auch die geringe Affinitit des Glucosids zu 
solchen Saccharasen, welche wie die von Kuhn untersuchte eine schwach 
ausgebildete ,,Glucose-Affinitait“ besitzen, erklirlich. 
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Der Zusatz des Athylalkohols zum Reaktionsgemisch be- 
wirkt dagegen keine Anderung der Reaktionsfahigkeit des 
Enzyms mit den einfachen Zuckern wie ja der Alkohol auch 
keinen Hinflu8 auf die Reaktionsfihigkeit des Substrats selbst 
mit den substratbindenden Gruppen des Enzyms hat. Es be- 
statigt sich also, da8 die Hemmung zweiter Art unabhingig 
von der Hemmung erster Art ist, aber gleichzeitig mit dieser 


auftreten kann. 


Tabelle 16. 


Hemmung der Saccharasewirkung durch Glucose unter gleichzeitiger 
Hemmung mit Athylalkohol. 




















ap U ao © ‘ 
Zucker- und Alkohol- 8 3 ® m3 be 3 
konzentration Z ° — rE & 3 “ED v/v 
A |s&ajaae? 
Rohrzucker 4°, 0 (2,68) _ 100 
Alkohol 10 Vol.-°/, | 0,5 ,66 — 
8 2.40 | 0, 
16 2,12 | 0, 
24 1,85 | 0,88 
85 1,53 | 1,15 
Rohrzucker 4°, | 0 (4,67) — 65 1,54 
Alkohol 10 Vol.-°/, | 0,5 6 oo 
Gleichgewichtsglucose 4°/, } 11 4,42 | 0,25 
22 4,17 | 0,50 : 
88 8,98 | 0,74 : 
44 3,74 | 0,93 
: 
Rohrzucker 4°), 0 (2,69) — 100 
Alkohol 20 Vol.-°/, | 0,5 ,68 — 
10 2,44 0,25 
22 2,15 | 0,54 
81 1,90 | 0,79 
35 1,80 | 0,89 
Rohrzucker 4%, | 0 (4,75) | — 67 | 1,49 
Alkohol 20 Vol.-°/, | 0,5 14 _ 
Gleichgewichtsglucose 4°/, | 16 4,48 | 0,27 
19 4,44 10,81 
31 4,21 | 0,54 
38 4,10 | 0,65 


Zusammenfassend kann also 


solche Studien tiber die gleichzeitige Hemmung der Enzym- \ 
wirkungen durch verschiedene Stoffe vielleicht tiefere Einblicke 

















gesagt werden, daB durch 
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in die Natur der Hemmungserscheinungen und in die Wir- 
kungsweise der Enzyme erhalten werden kénnen, als wenn die 
Studien auf die Hemmung durch einen einzigen Stoff be- 
schrinkt bleiben. Es ist besonders zu hoffen, da8 durch solche 
Studien die Frage nach der Art der Bindung zwischen Enzym 
und Substrat beantwortet werden kann. 


Anhang. 


Uber die Hemmung der Saccharasewirkung durch die 
verschiedenen Formen der Glucose. 


Bei der Untersuchung der Hemmung der enzymatischen 
Rohrzuckerspaltung bei Zusatz von «-Glucose einerseits und 
8-Glucose (bzw. Gleichgewichtsform der Glucose) andererseits 
konnten H. v. Euler und K. Josephson, wie mehrmals 
hervorgehoben worden ist, nur eine ziemlich geringe Verschie- 
denheit zwischen dem Hemmungsvermégen der beiden muta- 
meren Glucoseformen finden. Diese Ergebnisse stehen also in 
Widerspruch zu den Angaben von R. Kuhn), ,,daB die in der 
Literatur beschriebene Hemmung der Rohrzuckerspaltung durch 
Dextrose ausschlieBlich der niedrig drehenden Modifikation 
des Traubenzuckers zuzuschreiben ist“. Auch die spitere An- 
nahme von R. Kuhn?) da8 die Hefesaccharase als eine ,,Fructo- 
saccharase“ ein vollkommenes (tegenstiick zu dem Rohrzucker 
hydrolysierenden Enzym von Aspergillus oryzae (‘Taka-Saccha- 
rase) darstellt, kann nicht mehr als unbedingt stichhaltig an- 
gesehen werden. Die Untersuchungen von R. Kuhn iiber die 
Hemmung der Saccharasewirkung des Hefeinvertins sind also 
nicht in dieser Weise zu verallgemeinern.*) 

Bei der Priifung eines Autolysates gewonnen durch Auto- 
lyse mit Chloroform von Minchener Liwenbriauhefe (also 
dieselbe Hefe, welche Kuhn in der vorliegenden Hinsicht 





1) Diese Zs. Bd. 127, 8. 234 (1928). 

*) Diese Zs. Bd. 129, 8. 57 (1928). Die Naturwissenschaften, Bd. 11, 
S. 782 (1928). 

5) Vgl. Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente und ihre =e 
5. Aufl., 1924 S. 80, 168, 542, 565, 567. 
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angewandt hat) nach vorangegangener kurzer Vorbehandlung 
der Hefe mit Rohrzucker — auf je 5 kg Hefe 0,5 kg Rohr- 
zucker — und vom If = 0,44 habe ich nun eine deutliche 
Hemmung sowohl durch die Gleichgewichtsform der Glucose 
wie auch durch die in der Versuchsmischung frisch geliste 
a-Glucose ([~] = 110,6°) gefunden: 
































g| fF |e £ 
Zuckerkonzentration 8 a 8 s k+104 < 
— Sot 
= A i a ne 
Rohrzucker 4%, | 0 (2,66) | — — 
0,5 2,54 |(0,12)} — 
4 1,74 | 0,92 | 388° 
1 1,14 | 1,52 | 354$356 | 100 
| 10 0,62 } 2,04 | 881 
o | —-088 | 349} — 
Rohrzucker 4°, 0 (4,74) | — — 
Gleichgewichtsglucose 4°/, | 0,5 4,65 | (0,09) _ 
4 4,01 | 0,73 | 255 
1 8,56 | 1,18 | 256$268 | 74 
10 8,09 | 1,65 | 278 
co | +1,25 | 3,49 _ 
Rohrzucker 4°, 0 (4,74), — -- 
4 8,95 | 0,79 | 279 
1 8,44 | 1,30 | 289}289] 81 
10 8,00 | 1,74 | 299 5 
ee) 1,25 | 3,49 - 


Wegen der angewandten groBen Enzymmenge konnten die 
Versuchszeiten so kurz gewahlt werden, daB die Mutarotation 
der «-Glucose wihrend der Versuche keinen HinfluB ausgeiibt 
haben kann. : 

Auch beziiglich dieses Autolysates aus der Miinchener 
Hefe bestitigt sich also unser dlteres Ergebnis tiber die Ver- 
schiedenheit der Hemmung durch die beiden mutameren Formen 
der Glucose. 
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In Fortsetzung kirzlich') mitgeteilter Versuche haben 
wir, ausgehend von 2,5-Dimethylpiperazin, das 1, 2,4,5-Tetra- 
methylpiperazin-di- und -monojodhydrat dargestellt und 
daraus die freie Base gewonnen. Weiterhin stellten wir das 
1,1,2,4,4,5-Hexamethylpiperaziniumdijodid und -di- 
chlorid und daraus das 1,1,2,4,4,55-Hexamethylpiper- 
aziniumhydroxyd dar. 

Das zu den folgenden Versuchen verwendete 2,5-Dimethyl- 
piperazin wurde aus Lycetol [Friedrich Bayer, Elberfeld]’), 
dem weinsauren 2,5-Dimethylpiperazin, hergestellt. Dazu 
wurde die konzentrierte wibrige Lésung mit Matronlauge stark 
tibersittigt und mit Chloroform mehrmals ausgeschittelt. Zur 
weiteren Reinigung wurde die freie Base aus Chloroform um- 
krystallisiert. Das so erhaltene 2,5-Dimethylpiperazin vom 
Schmelzp. 218° ist die nicht in optische Antipoden spaltbare 
Transform®), was wir durch eigene Spaltungsversuche am 
weinsauren Salz bestitigen konnten. 





1) Diese Zs. Bd. 147 (1925). 

*) Fir die freundliche Uberlassung des Priparates sei auch an 
dieser Stelle der Direktion der Farbenfabriken Friedrich Bayer & Co.; 
Elberfeld, herzlich gedankt. 

*) Vgl. dazu Stoehr, Chem. Ber. Bd. 24, S. 4109 (1891); Seineci 
. fiir prakt. Chem. Bd. [2] 47, 8. 494, 506 (1893); Bd. 55, S. 51 (1897). 
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Darstellung von 1,2,4,5-Tetramethylpiperazin- 
dijodhydrat, 
ree 
CH—CH, 
HJ- —N N— -HJ. 
a OO NO 


CH, 


2,28 g 2,5-Dimethylpiperazin wurden in 25 com Methyl- 
alkohol gelist und nach Zusatz von 5,68 g Methyljodid 
2 Stunden unter RiickfluB schwach gekocht. Nach dem Er- 
kalten wurde der entstandene Krystallbrei abgesaugt. Das so 
erhaltene, schon beinahe reine 1,2,4,5-Tetramethylpiperazin- 
dijodhydrat wurde aus Methylalkohol umkrystallisiert. Aus- 
beute 6 g = 75°/, der Theorie. Krystallisiert in Nadeln, die 
sich bei 200° allmablich briunen und bei 257° unter Zer- 
setzung schmelzen. Sehr leicht léslich in Wasser, léslich in 
Methyl- und Athylalkohol, unléslich in Chloroform, Ather und 
Essigither. Mit Jod Bildung einer braunroten Jodanlagerungs- 
verbindung. Mit Kaliumwismutjodid rotbraune, nicht deutlich 
krystalline Fallung. 

Analyse (i. V. 100°): 

8,34 mg Substanz gaben 5,10 cem N bei 745 B 21° C (Dumas). 

41,0 ,, pa verbrauchten 2,07 cem n/10-HgNO, (Volhard). 

C,H..N,-2HJ (898,06) Ber. N 7,049, J 63,77% 

Gef. ,, 6,96 », 64,08 


1,2,4,5-Tetramethylpiperazinmonojodhydrat. 

1 g des Dijodhydrats wurde in wenig Wasser gelist, dazu 
konzentrierte Natronlauge gegeben, so daB die Liésung an 
NaOH etwa 4fach normal war, und dann mit Chloroform 
griindlich ausgeschiittelt. Die Chloroformlésung wurde mit 
gegliihtem Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum zur 
Trockne verdampft. Dabei hinterblieh das 1, 2, 4,5-Tetra- 
methylpiperazinmonojodhydrat als Riickstand. Ausbeute 0,08 g. 

Schmelzp. 178° unter Zersetzung. 

Analyse (i. V. 100°): 

6,66 mg Substanz gaben 0,61 ccm N bei 24° u. 746 B. 


12,95 _,, ~ verbrauchten 0,945 cem n/10-Saéure (Kjeldahl). 
4,57 ,, . gaben 3,95 mg AgJ. 
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C,H,,N,HJ (270,18) Ber. N 10,87°%, J 46,98°/, 
Gef. ,, 10,33 » 46,72 
10,22 “ 

Das 1,2,4,5-Tetramethylpiperazinmonojodhydrat ist beson- 
ders nach dem Trocknen bei héherer Temperatur in Chloro- 
form sehr schwer ldslich, unléslich in Ather, léslich in Wasser 
und Alkohol. | 

Um aus dem Monojodhydrat die freie Base zu erhalten, wurde 
eine Suspension desselben in Chloroform mit wenig 50°/,iger 
Kalilauge durchgeschiittelt. Dabei trat aber keine Jodwasserstofi- 
abspaltung des in Chloroform gebliebenen Teils ein, sondern es 
wurde daraus ein Teil des Monojodhydrats wiedergewonnen. 


1,2,4,5-Tetramethylpiperazin, 
CH, | 


CH, 

2g 1,2,4,5-Tetramethylpiperazindijodhydrat wurden in 
25 com Wasser gelést und mit 1,56 g Silbersulfat 1 Stunde 
auf der Maschine geschiittelt. Vom gebildeten Silberjodid 
wurde abfiltriert, dasselbe zweimal ausgekocht und das Wasch- 
wasser mit dem Filtrat vereinigt. Darin wurde die Schwefel- 
siure mit der berechneten Menge (1,58 g) reinsten Baryts 
gefallt. Das Filtrat vom Bariumsulfat wurde im Vakuum bei 
40° Badtemperatur auf etwa ein Viertel seines Volumens ein- 
geengt, mit 20 ccm 30°/,iger Natronlauge versetzt und mit 
Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroformlésung wurde iiber 
wasserfreiem Kaliumcarbonat getrocknet und im Vakuum bei 
Zimmertemperatur abgedampft. 

Der Riickstand war sirupés. Er zeigte nach langerem 
Stehen im Vakuumexsiccator undeutlich krystallinen Anflug. 
Léslich in Wasser, Alkohol, Ather und Chloroform; unldslich 
in Petrolather. 


Analyse (i. V. tiber Natronkalk): 

0,950 mg Substanz gaben 0,164 cem N. 

O,Hi,N, (144,2) Ber. N 19,43°/, 
Gef. ,, 19,57 








Darstellung methylierter Piperazine. 97 


1,1,2,4,4,5-Hexamethylpiperaziniumdijodid, 
CH, 
CH SNC CH—CH,. /ous 
OH DNC \ON,—CH% ~~ 
CH, 

1,14 g 2,5 Dimethylpiperazin in 20 ccm Methylalkohol 
wurden mit 6g Methyljodid 7 Stunden am RiickfluBkiihler 
gekocht. Um méglichst vollkommene Krystallisation zu er- 
halten, wurde erst nach einigen Stunden, wahrend deren das 
Reaktionsgemisch im Hisschrank aufbewahrt wurde, abfiltriert. 
Das so erhaltene quartire Salz wurde aus Methylalkohol um- 
krystallisiert und im Vakuum getrocknet. Ausbeute 3 g = 
70°/, d. Th. 

Schmelzp. 250°, nachdem die Substanz bei 243° zu sintern 
begonnen hatte. Léslich in Wasser, Methyl- und Athylalkohol, 
unléslich in Chloroform, Ather und Essigester. Mit Jod Bil- 
dung einer schén rotbraunen Anlagerungsverbindung. Mit 
Kaliumwismutjodid rote Fallung. 

Analyse (i. V. 100°): 

110,1 mg Substanz verbrauchten 5,1 ecm n/10-Siiure (Kjeldahl). 


54,7 ,, h “ 2,55 cem n/10 AgNO, (Volhard). 
C,oH,NeJ, (426,1) Ber. N 6,58°/, J 59,57 %/, 
Gef. ,, 6,49 » 59,17 


1,1,2,4,4,5- apie ines! as, iets i 


CH, 
CH,\ CH—CH, nou, 
CH, SN 
HO” ou,—ou "SO 


2,13 g des quartéren J Ps wurden entsprechend der 
oben angegebenen Darstellung des 1,2,4,5-Tetramethylpipera- 
zins mit Silbersulfat und Baryt in die freie Base iibergefihrt. 
Das Filtrat vom Bariumsulfat wurde im Vakuum ganz zur 
Trockne verdampft und mit Alkohol ausgezogen. Die alko- 
holische Lésung wurde auf 20 ccm eingeengt und mit Petrol- 
ither die quartére Base daraus gefallt, Das 1,1,2,4,4,5- 
Hexamethylpiperaziniumhydroxyd ist gut krystallisiert, etwas 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CIL. 7 
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hygroskopisch, leicht léslich in Wasser, léslich in Methyl- und 
Athylalkohol und in Chloroform, schwer léslich in Ather, un- 
léslich in Essigester. Schmelzp. 224°. 

Analyse (i, V. 110°): 


3,295 mg Substanz gaben 0,40 cem N bei 19° und 746 mm B. 
2,78 g ‘“ » 0,825 cem N bei 20° und 747mm B. 


Ci oHse0N, (206,28) Ber. N 13,59°/, 
Gef. ,, 18,95 
»» 18,89 


Methylierung des 2,5-Dimethylpiperazins 
mit Dimethylsulfat. 

1,14 g 2,5-Dimethylpiperazin wurden in 45 ccm n-Natron- 
lauge gelést und dazu unter dauerndem Schiitteln und 
schwacher Kihlung: allmahlich 5,7 g Dimethylsulfat gegeben. 
Nachdem alles Dimethylsulfat in Lésung gegangen war, wurde 
zur Zerstérung -des itiberschissigen Methylierungsmittels einige 
Minuten zum Sieden erhitzt. Darauf wurde mit Salzsiure an- 
gesiuert und mit tiberschiissiger heiBer Quecksilberchlorid- 
lésung gefallt, Um die Abscheidung des schén krystallinen 
Niederschlags zu vervollstindigen, wurde er erst nach dem 
Erkalten abgesaugt. 

Ausbeute 10,5 g Quecksilbersalz = 79°/, d. Th. Schmelz- 
punkt 250° unter Zersetzung. 

Sehr schwer lislich in kaltem, besser léslich in heibem 
Wasser; unldslich in Alkohol und den anderen organischen 
Lésungsmitteln. 


Analyse (i. V. 100°): 
92,88 mg Substanz gaben 65,59 mg HgS. 


51,8 ,, »  verbrauchten 3,85cem n/10-AgNO, (Volhard). 
C,,H,,.N,Cl,-4HgCl, (1829,2) Ber. Hg 60,37°/, Cl 26,68°/,. 
Gef. ,, 60,88 » 26,61 


1,1,2,4,4,5-Hexamethylpiperaziniumdichlorid. 

9 g Quecksilbersalz wurden in 100 ccm heiSen Wassers 
teils gelést, teils suspendiert. Daraus wurde das Quecksilber 
durch einen lebhaften Schwefelwasserstofistrom als Sulfid gefiallt. 
Das Filtrat wurde im Vakuum eingedampft, zur Entfernung 
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der itberschiissigen Salzsiure nochmals in 20 com Wasser auf- 
genommen und wieder beinahe zur Trockne eingedampft. 
Der Riickstand wurde in 40 ccm Alkohol aufgenommen, wobei 
das Chlorid schén krystallin ausfiel. Ausbeute 1,5 g. 

Hygroskopische Substanz vom Zersetzungsp. 300°. Sehr 
schwer léslich in Alkohol. 

Analyse (i. V. 100°): 

13,86 mg Substanz gaben 1,39 com N bei 21° und 743 B. 


0,153 g ‘a verbrauchten 12,5 ccm n/10-AgNO, (Volhard). 
C,oH,,N,Cl, (243,18) Ber. N 11,52%/, Cl 29,16%, 
Gef. ,, 11,81 > 28,97 


Aus dem 1,1,2,4,4,5-Hexamethylpiperaziniumdichlorid 
konnte nach der beim Jodid der quartiren Base angegebenen 
Methode dasselbe Hydroxyd dargestellt werden, das durch 
Schmelz- und Mischschmelzpunkt identifiziert wurde. 
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Studien tiber desmotrope Formen der Diketopiperazine. 


Von 


Emil Abderhalden und Ernst Schwab. 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. August 1925.) 








Im Verlaufe fortgesetzter Studien') iiber substituierte 
Diketopiperazine, iiber die wir demniachst weitere Ergebnisse 
mitteilen werden, stieBen wir auf eine Form des 2,5-Diketo- 
piperazins (Glycinanhydrid), die in ihren Eigenschaften sich 
scharf von derjenigen des ,,gew6hnlichen“ Glycinanhydrids unter- 
schied. Wir gewannen sie durch Erhitzen von solchem in 
Glycerin, und zwar war geplant, das auf anderen Wegen noch 
nicht erreichte Ziel der Darstellung von Kombinationen von 
Diketopiperazinen mit Aminosiuren bzw. Polypeptiden in fester 
Bindung anzustreben. Zu diesem Zwecke erhitzten wir Ge- 
mische von Diketopiperazinen mit Aminosauren. 

So wurden 1 g Glycinanhydrid und 1 g1-Tyrosin mit der 
fiinffachen Menge Glycerin im Olbad 5 Stunden lang auf 190 
bis 200° erhitzt. Das Reaktionsprodukt wurde sodann zweimal 
mit Chloroform ausgekocht, wobei ein Produkt in Lésung ging, 
das positive Millon- und Pikrinsaéurereaktion zeigte, jedoch infolge 
seiner geringen Menge nicht weiter untersucht werden konnte. 

Der Riickstand wurde nun zweimal mit je 60 ccm abso- 
lutem Athylalkohol ausgekocht. Die alkoholische Liésung 
hinterlie8 beim Eindampfen einen mit Krystallen durchsetzten, 





1) Vgl. Emil Abderhalden u. E. Schwab, Diese Zs. Bd. 147, 
(1925). 
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braun gefarbten, sirupésen Riickstand; die Pikrinsiure-, Nin- 
hydrin- und Millonreaktion fiel positiv aus. (Mit der Aufarbei- 
tung des Gemisches sind wir noch beschiiftigt.) 

Der bei der Alkoholextraktion verbliebene Riickstand gab 
positive Pikrinsiurereaktion, Millon war negativ. Er wurde 
aus verdiinntem (50°/,igem) Alkohol unter Zusatz von Tier- 
kohle umkrystallisiert. Das Produkt krystallisierte in weiBen 
Blattchen, die sich bei 282° zersetzten. Die Ausbeute betrug 
0,40 g. Nach den Analysenergebnissen lag Glycinanhydrid vor. 


0,0322 g Substanz verbrauchten 5,63 ccm n/10-H,SQ,. 

0,0347 g 9 - 6,10 com n/10-H,SQ,. 

6,748 mg ssi, gaben 3,384 mg H,O und 10,318 mg CO,. 

C,H,0O.N, Ber. © 42,08, H 530%, N 24,58 %, 

Gef. 41,74, 5,53 %, 24,50, 24,63 °/, 

Von der gewdhnlichen Form des Glycinanhydrids ist 
unser Produkt jedoch durch mehrere Reaktionen, die seinen 
ungesittigten Charakter dartun, unterschieden. Die Substanz 
gibt mit Tetranitromethan eine kanariengelbe Farbung. 
Sie entfarbt in der Kalte momentan Permanganatlésung, gibt 
starke Xanthoproteinreaktion. 

Infolge ihrer Eigenschaften glauben wir, der Substanz 
folgende Formel zuerteilen zu kénnen: 

CH=———(C(0OH) 
BN< ((0H)=—CH— 

Die andere theoretisch mégliche Form, die die Doppel- 

bindung zwischen Kohlenstoff und Stickstoff tragt, 


uw ai 


*\cH,—H0;07 
diirfte wohl nicht in Frage kommen. Es kénnte allenfalls ein 
allelotropes Gemisch vorliegen. Mit der Entscheidung der Frage 
sind wir beschaftigt, ebenso mit vergleichenden Untersuchungen 
der Aciditat der desmotrop-isomeren Formen, 

Zur Darstellung des Methylathers wurden 0,2 g Substanz 
in 150 com absolutem Ather suspendiert und darauf ein Uber- 
schuB von Diazomethan in atherischer Lisung zur Einwirkung 
gebracht. Es tritt sofort iuBerst lebhafte Stickstoffentwicklung 
ein, wahrend bei der Behandlung von gewdéhnlichem Glycin- 
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anhydrid mit Diazomethan in Atherischer Lésung sich kaum 
Stickstoffentwicklung bemerkbar macht, jedenfalls gelingt es 
nicht, ein Reaktionsprodukt zu isolieren. ‘ 

Nachdem die N-Entwicklung aufgehért hatte, wurde von 
unangegriffener Substanz abfiltriert und die atherische Lé- 
sung im Vakuum eingedampft. Durch wiederholtes Umkrystalli- 
sieren des Atherriickstandes aus Ather und Alkohol wurden 
rosettenférmig angeordnete Nidelchen erhalten, die schon 
unter 100° schmolzen. Die Ausbeute betrug 0,05 g. 

0,0329 g Substanz verbrauchten 4,60 cem n/10-H,S0O,. 


5,812 mg. _,, gaben 18,920 mg AgJ. 
C,H,,O,N, Ber. N 19,72°/, CH,O 43,68 °/, 
Gef. 19,59, 43,01 °/, 


Wir haben weiterhin Glycinanhydrid fir sich in Glycerin 
erhitzt. Die Isolierung des entstandenen Produkts war die 
gleiche, wie oben geschildert. Es zeigte eine positive Xantho- 
proteinreaktion und starkes Reduktionsvermégen. Bei der 
Reinigung gingen diese Higenschaften verloren. Weitere Ver- 
suche miissen ergeben, ob das gemeinsame Erhitzen von Diketo- 
piperazinen mit Aminosiuren besonders giinstige Bedingungen 
zur Bildung der oben erwdhnten ungesittigten Form ergibt. 
Ks ist wohl méglich, dab als Zwischenprodukt eine Kombi- 
nation zwischen dem Anhydrid und der vorhandenen Amino- 
siure auftritt, in deren Gefolge die, wenigstens teilweise, Um- 


CH=C(OH 
lagerung in die Form: HN< ONE eintritt. 
(OH)C——-CH 


Selbstversténdlich miissen die mitgeteilten Versuche er- 
weitert, vertieft und auf andere Diketopiperazine ausgedehrt 
werden. 














Der Cholesteringehalt der Gewebe von blausdurevergifteten, 
von beriberikranken und von gesunden Tauben. 


Von 


N. Messerle. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1, September 1925.) 


Die Untersuchungen von Lawaczeck*) haben gezeigt, 
daB das Blut, die Muskulatur von Oberschenkel und Brust 
bei beriberikranken Tauben als regelmaBige Erscheinung eine 
sehr deutliche Vermehrung des Cholesteringehaltes aufweisen. 
Diese Befunde von Lawaczeck wurden von Hotta?) bestatigt. 
Lawaczeck und Hotta arbeiteten mit der von Embden 
und Lawaczeck angegebenen colorimetrischen Methode der 
Cholesterinbestimmung. Hotta fand auch eine Cholesterin- 
vermehrung im Herzen, Gehirn, Leber, Magenmuskulatur und 
Pankreas; dagegen zeigte die Niere keine Vermehrung, die 
Nebenniere sogar eine deutliche Verminderung des Cholesterin- 
gehaltes. Von Verzar, Kokas und Arvay*) wurden Unter- 
suchungen iiber den Cholesteringehalt speziell des Nerven- 
systems bei gesunden und beriberikranken Tauben ausgefiihrt. 
Diese Autoren differenzieren den Cholesteringehalt nach freiem 
und gebundenem Cholesterin und finden eine Verminderung 
des freien Cholesterins, dagegen eine Zunahme des gebundenen 
Cholesterins im Gehirn und Riickenmark sowohl bei Tauben 
als auch bei Ratten. Der gesamte prozentuelle Cholesterin- 
gehalt nimmt auch bei den Befunden von Verzar zu. Die 





1) Lawaczeck, Diese Zs. Bd. 125, 8. 229 (1928). 
*) Hotta, Diese Zs. Bd. 128, S. 85 (1928); Bd. 186, S. 1 (1924). 
5) Verzar, Kokas u. Arvay, Pfliigers Arch. Bd. 206, 8, 666 (1924). 
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mit der Digitoninmethode fiir das Gehirn gefundenen Cholesterin- 
werte von Verzar, Kokas und Arvay liegen erheblich 
niedriger als die Hottaschen Werte. Neuere Untersuchungen 
von Verzar') zeigen indessen eine Ann&’herung an die Hotta- 
schen Befunde. 

Durch mehrere Arbeiten von Abderhalden und von 
W. R. Hess ist bekannt geworden, daB das Gewebe von Beri- 
beritauben ein stark herabgesetztes Atmungsvermégen 
aufweist. Es ergibt sich nun die Fragestellung, ob zwischen 
dem verinderten Cholesteringehalt und der Atmungsinsuffizienz 
eine Beziehung besteht. Eine solche ist in verschiedener 
Richtung denkbar, z. B. in dem Sinne, daB® die im erhdhten 
Cholesteringehalt zum Ausdruck kommende Verinderung in 
den Geweben beim Zustandekommen der Atmungsinsuffizienz 
als ursichliches Moment im Spiel ist. Es ist aber auch még- 
lich, daB der verinderte Atmungschemismus die Ursache der 
Cholesterinvermehrung ist. 

Um Anhaltspunkte tiber das Vorhandensein einer Beziehung 
zwischen den beiden in Frage stehenden Symptomen zu er- 
halten, haben wir den von W. R. Hess eingeschlagenen Weg 
beschritten, auf welchem die atmungshemmende Eigenschaft 
von Blausiure zur Analyse der Beriberisymptome methodisch 
verwertet wird. 

Im speziellen Fall handelt es sich darum, die Gewebe 
von Tauben, deren Atmung in lingeren Perioden durch spuren- 
weise Zufuhr von Blausiure herabgesetzt war, auf ihren Chole- 
steringehalt zu untersuchen, um festzustellen, ob es auch bei 
dieser Form gehemmter Gewebeatmung zu einer Cholesterin- 
anreicherung kommt. Wir unternahmen solche Untersuchungen 
unter gleichzeitiger Durchfihrung von Kontrollbeobachtungen 
an Beriberitauben und an gesunden Tauben. 


Methodik. 


Die Cholesterinbestimmung wurde nach der von G. Embden 
und Lawaczeck?) angegebenen Methode ausgefihrt: 





1) Nach brieflicher Mitteilung referiert. 
*) G. Embden u, Lawaczeck, Diese Zs. Bd, 125, 8. 199 (1928). 
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Das mit einer Schere zerkleinerte Gewebe kommt — mit 10facher 
Menge 25°/,iger Kalilauge versetzt — fiir 2 Stunden in siedendes Wasser- 
bad und wird unter Riickflufkiihlung zur Lésung gebracht. Die Lésung 
zieht man 6mal mit der 8fachen Menge Ather aus. Jede einzelne 
Atherfraktion wird kurz mit etwas weniger als der ihr entsprechenden 
Menge Wasser gewaschen. Fiir simtliche 6 Atherausziige kommt das 
gleiche Waschwasser zur Verwendung. Die mit wasserfreiem Natrium- 
sulfat getrockneten vereinigten Atherextrakte werden im Trockenschrank 
bei 80° véllig getrocknet, der Riickstand in Chloroform aufgenommen 
und auf 25 bzw. 50 ccm Volumen gebracht. Den Cholesteringehalt 
dieser Chloroformlésung stellt man mittels colorimetrischer Methode fest. 
Als Farbreaktion dient die von Liebermann angegebene Methode und 
zwar in der von Authenrieth und Funk modifizierten Form. (Zusatz 
von 2eccm Acetanhydrid und 0,1 ccm konz. Schwefelsiure zu je 5 ccm 
Cholesterinlésung, griindliches Durchschiitteln und Verbringen fiir 
15 Minuten in ein sich in einem verdunkelten Raum befindliches Wasser- 
bad von 85°) Die colorimetrische Untersuchung hat ohne Verzug zu 
erfolgen, da die Liésung in verhiltnismaéBig kurzer Zeit die Farbe 
verindert. 


Unsere Versuche erstreckten sich auf 7 gesunde, 6 beri- 
berikranke und 7 chronisch mit Blausiure vergiftete Tauben. 
Vor dem Versuch erhielten die gesunden Tauben als Nahrung 
gemischtes Futter, bestehend aus Hafer-, Gerste- und Hirse- 
kérnern. Die Beriberitauben erhielten nur ungekochten polierten 
Reis und Ringerlésung. 

Die chronische Vergiftung mit Blausiure geschah mittels 
der schon friiher von W. R. Hess") beschriebenen Methode. 
Das Prinzip derselben besteht darin, dab im Aufenthaltsraum 
der Tauben unter stindigem Luftwechsel Blauséure verdampft 
wird. Uber den Einflu8 der chronischen Blausdurezufubr auf 
die Atmung ist bereits in der zitierten Arbeit von W.R. Hess 
berichtet worden. In Fortsetzung jener Versuche haben wir 
den respiratorischen Gaswechsel der in der Cyankalikammer 
befindlichen Tauben systematisch verfolgt. Wir werden hieriiber 
in einer besonderen Arbeit ausfihrliche Mitteilung machen. 
Nur soviel sei hier erwahnt, daB es zu einem akzentuierten 
Abfall der Atmungsfrequenz kommt, die mit einer starken 
Herabsetzung der Kohlensaéureabscheidung verbunden ist. Es 





1) W. R. Hess, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 103, 5. 366 (1924). 
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gelang durch ‘vorsichtige Dosierung der Blausaurezufuhr bis 
zu 8 Monaten auf einem Niveau von 55—45°/, der Norm zu 
halten. Die intramuskulire Injektion einer Cyankaliumlésung 
ist nicht anwendbar infolge des raschen Abklingens der Vergif- 
tungserscheinungen selbst bei relativhohen Dosen. Als Nahrung 
erhielten die mit Blausiure vergifteten Tauben das gleiche ge- 
mischte Futter wie die gesunden Tauben. Da die beriberikranken, 
wie auch die mit Blausiure vergifteten Tauben in der fort- 
geschrittenen Phase der Erkrankung bzw. der Vergiftung wenig 
Futter zu sich nehmen, bekamen die gesunden Tauben 1 Tag 
vor dem Versuch kein Futter, um bessere Vergleichsresultate 
speziell betreffend Lebergewebe (Glykogengehalt) zu erhalten. 
Wir untersuchten Nieren, Leber, Gehirn und Brustmuskel. 

Es kam jeweils 1 g des betreffenden Organs zur Ver- 
arbeitung. Zur Berechnung der im ganzen Organ enthaltenen 
Cholesterinmenge wurden die Organe nach der Entnahme 
gewogen. Bei Muskel verzichteten wir darauf, da es schwer 
halt, die gesamte Muskelmasse verlustlos zu bestimmen. Zudem 
ist eine Ubertragung aus einer Muskelart auf die Gesamt- 
masse unzulissig, da verschiedene Arten von Muskeln ver- 
schiedenen Gehalt an Cholesterin aufweisen. 


Zur colorimetrischen Cholesterinbestimmung bedienten wir uns der 
von W. R. Hess’) angegebenen, mit photographischer Registrierung 
arbeitenden Methode. Zum Vergleich verwendeten wir Liésungen von 
bekanntem Cholesteringehalt. Wir stellten zu diesem Zwecke Kurven 
her, welche die Beziehung zwischen Cholesteringehalt und Extinktions- 
wert der gepriiften Lésung zum Ausdruck bringen. Aus den Kurven 
kann auf Grund des Exstinktionswertes einer Lésung mit unbekanntem 
Cholesteringehalt dieser letztere interpretiert werden. 


Versuchsergebnisse. 


Die Resultate unserer Untersuchungen sind in Tab. 1—3 
wiedergegeben. Wie aus Tab. 1 ersichtlich ist, stimmen die 
von uns gefundenen Mittelzahlen des prozentualen Gehaltes 
an Cholesterin bei gesunden Tauben fiir. Nieren, Leber, Gehirn 


1) W. R, Hess, Diese Zs. Bd. 119, 8. 172 (1922), 
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und Brustmuskel mit den Befunden von Hotta‘) gut iiberein. 
Betr. des Gehirns besteht auch eine gute Ubereinstimmung 


‘ mit den Befunden von Verzar, soweit es sich um den einzig 


vergleichbaren Gesamtgehalt handelt. — Die Resultate unserer 
einzelnen Versuche zeigen eine befriedigende Konstanz. 












































Tabelle 1. 
Cholesteringehalt verschiedener Gewebe von gesunden Tauben. 
8 Niere Leber Gehirn Muskel 
Nr, 34 alo aelé a8 nla gale all Sigea.elaa-H. | Chole- 
Be] PES Ee lob HI PESE sea ul BE 25° (S83 B| sterin 
© SESS slSSSaSE SS alSSSR SEAS passe 
‘o) wiOz"|O@s 5/0 2" |O @ > wie @|O 78 in °/, 
1g 1820] 2,2 10,48 | 10,56 | 7,1 | 0,47 | 33,87 | 2,0 | 0,87 | 17,40 | 0,14 
29 1345] 2,1 |0465| 9,76 | 6,2 | 0,45 | 27,90 | 1,7 | 0,87 | 14,79 | 0,14 
82 |870] 2,3 | 0,49 11,27 7,6 | 0,48 | 36,48 | 1,9 | 0,91 17,29 0,20 
49 |480] 2,5 | 0,48 | 12,00 | 7,7] 0,45 | 84,65 | 2,05) 0,89 | 18,24 | 0,14 
5 1330] 2,1 | 0,51 | 10,71 | 6,3 | 0,42 | 26,46 11,8 | 0,83 | 14,94 | 0,12 
69 |352| 2,0 | 0,51 | 10,20 | 6,1 | 0,45 | 27,45 | 1,7 | 0,83 | 14,11 | 0,14 
7g 1318] 22/045 | 9,90 | 7,2] 0,45 | 82,40 | 1,8 | 0,96 | 17,28 | 0,165 
Mittel 2,2 | 0,48 | 10,62 | 6,9 | 0,45 | 31,24 | 1,85/ 0,88 | 16,29 | 0,147 

















Die Tab. 2 enthalt die Daten betreffend der Gewebe von 
Beriberitauben. Auch hier stimmen die von uns gefundenen 
Mittelwerte mit denjenigen von Hotta gut iiberein. Die 
Schwankungsbreite der Zahlen der Einzelbeobachtungen ist 
gréBer als bei gesunden Tauben, was wohl mit der wechselnden 
Dauer des Reisregimes zusammenhangt. Wie Hotta finden 
wir eine ausgesprochene Vermehrung des prozentualen 
Cholesteringehaltes bei Leber, Gehirn, Brustmuskel; bei 
den Nieren ist die Zunahme am wenigsten, bei Gehirn und 
Brustmuskel am starksten ausgesprochen. Wir haben auch 
den Cholesteringehalt der ganzen Organe (wie erwahnt Muskel 
ausgenommen) berechnet, um festzustellen, ob es sich um eine 
absolute Zunahme des Cholesterins handelt oder um eine 
nur durch den Organschwund vorgetiuschte Zunahme, 





1) a. a, O. 











Tabelle 2. 
Cholesteringehalt verschiedener Gewebe von Beriberitauben. 














































































































Niere Leber Gehirn Muskel 
ae | nee Chol Chol + | Chol 
ew. | Gew. s ole- : ole- 01e- | Ohole- 
Nr. der der Org. ~_— sterin | Org. er sterin | Org. — sterin _— Bemerkungen 
Taube | Taube | Sew. | 5. o / total | Gew. | 516 / total | Gew. | so total | 3. o/ 
° | in mg ° | in mg ° | in mg . 
1g | 385 | 206 | 2,0 | 0585 | 11,70 | 6,4 | 0,795 | 50,88 | 1,9 | 1,675 | 31,885] 0,27 271) R) 
29 815 260 2,2 0,60 13,20 9,6 0,63 60,48 2,2 1,50 33,00 | 0,31 26 R 
82 | 300 | 196 | 1,6 | 0,585 | 9,36 | 64 | 0,90 | 57,60 | 1,7 | 1,675 | 28,47 | 0,38 36 L 
49 | 835 | 230 | 1,7 | 048 | 8,16 | 64 | 0,645 | 41,28 | 21 | 1,50 | 81,50 | 0,27 29 R 
59 840 232 1,8 0,465 8,37 7,2 0,645 | 46,44 1,85 | 1,60 | 29,60 | 0,24 24 
2 6g | 310 | 182 | 1,8 | 0.585 | 10,53 | 7,1 | 0,855 | 60,70 | 1,9 | 1,80 | 34,20 | 0,87 40 L 
= Mittel 1,85 | 055 | 10,23 | 7,2 | 0,745 | 52,89 | 1,94 | 1,626 | 31,43 | 0,31 | 
@ 
: Tabelle 8. 
es Cholesteringehalt verschiedener Gewebe von blausdurevergifteten Tauben. 
19 | 448 | 330 | 2,0 | 057 | 11,40 |] 7,2 | 0,65 | 46,80 | 1,8 | 1,85 | 24,80 | 0,27 96 *) 
29 | 895 | 290 | 21 | 057 | 11,55 | 68 | 0,54 | 36,72 | 1,95 | 0,97 | 18,915] 0,22 87 R4) 
8h | 390 | 285 | 20 | O61 | 10.20 | 7,2° | 0,525 | 37,80 | 2,0 | 1,19 | 23,80 | 0,25 92 R 
42 | 308 | 195 | 1,9 | 052 9,88 | 7,6 | 0,69 | 52,44 | 2,0 | 1,50 | 30,00 | 0,255] 79 R 
5g | 800 | 241 | 1,9 | O54 | 1026 | 7,4 | 060 | 44,4 1,9 | 1,50 | 28,50 | 0,37 84 R 
69 352 330 2,2 0,55 12,10 9,2 0,70 64,40 2,1 1,59 | 83,39 | 0,37 50 R 
72 | 292 | 240 | 1,9 | 0,55 | 1045 | 8,6 | 0,60 | 51,60 | 2,0 | 1,34 | 26,80 | 0,28 561 R 
Mittel | | 2,0 | 054 | 10,83 | 7,71 | 0,615 | 47,74 | 1,96 | 1,85 | 26,53 | 0,29 
1) Tage vom Beginn der Reisfiitterung bis zum Tode des Tieres. 
oS *) R = vorwiegend Reizsymptome, L = vorwiegend Lihmungssymptome. 
b 


*) Tage vom Beginn der chronischen Vergiftung bis zum Tode des Tieres. 
gestorben. 


*) R = vorwiegend Reizsymptome im Stadium vorgeschrittener Vergiftung. 


Nr. 1 getétet, Nr. 2—7 an Vergiftung 
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Der prozentuale und absolute Cholesteringehalt der Ge- 
webe von chronisch mit Blausiure vergifteten Tauben ist 
ebenfalls erhéht, wenn auch nicht so stark wie derjenige 
von Beriberitauben. 

Zur besseren Ubersicht sind die Mittelwerte betreffend 
prozentualen Cholesteringehaltes aller 3 Taubengattungen in 
Tab. 4 zusammengestellt. 














Tabelle 4, 
Gegeniiberstellung 
der Durchschnittswerte des prozentualen Cholesteringehaltes. 
Niere Leber Gehirn | Brustmuskel 
Gesunde Tauben 0,48 0,45 0,88 0,147 
Beriberitauben . 0,55 0,745 1,625 0,31 
Blausiuretauben. 0,54 0,615 1,35 0,29 














Die Tatsache, daB auch die Blausiéuretaube die Chole- 
sterinvermehrung der Beriberitaube zeigt, begriindet den SchluB, 
da8 Atmungsinsuffizienz des Gewebes und vermebrter Chole- 
steringehalt im ursichlichen Zusammenhang stehen. Dabei 
erscheint der vermehrte Cholesteringehalt als das sekundire 
Symptom. 


Zusammenfassung. 
1. Unsere Untersuchungen iiber den Cholesteringehalt der 


Gewebe von Taubenorganen (Niere, Leber, Gehirn, Brust-" 


muskel) ergeben bei beriberikranken T'auben — in Uber- 
einstimmung mit fritheren Autoren — erheblich héhere Werte 
als bei Geweben von gesunden Tauben gefunden wird. | 

2. Von den untersuchten Organen ist die Cholesterin- 
zunahme am geringsten bei der Niere, am starksten beim 
Gehirn und Brustmuskel ausgesprochen. 

3. Die Steigerung ist nicht nur eine relative, d. h. durch 
Organschwund infolge des Avitaminoseregimes vorgetauschte. 
Es ergibt sich auch eine Erhéhung bei Berechnung auf das 
Gesamtorgan. 
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4. Auch die Organe von chronisch mit Blauséure be- 
handelten Tauben zeigen eine ausgesprochene Steigerung des 
Cholesteringehaltes, relativ wie absolut. Die Zunahme ist 
indessen etwas weniger stark als bei Beriberitauben. 

5. Da auch bei der durch Blausiure bewirkten Herab- 
setzung der Gewebeatmung ein erhéhter Cholesteringehalt 
auftritt, scheinen Atmungsinsuffizienz und gesteigerter Chole- 
steringehalt in Beziehung zu stehen. Es ergibt sich dabei die 
Folgerung, daB der vermehrte Cholesteringehalt den Sekundar- 
effekt darstellt. 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Chemie. Band CIL. Tafel I. 
Zu ,Schumm, Uber ein aus «-Himatin bei der Darmfiulnis entstehendes 
Umwandlungsprodukt und das zugehérige Porphyrin.“ 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 














Qreee 











Nr. 1. 





Nr. 1. Ammoniumsalz des Kupferbilirubin-Ammoniaks (Belichtungszeit im Rot: 40 Minuten). 


«ate 





Nr, 2. Ammoniumsalz des Kupferbilirubin-Ammoniaks (Belichtungszeit des Ganzen: 12 Minuten). 


Nr. 4. Dimethylkupferbilirubin, in 1°/, Chlorwasserstoff haltendem Methylalkohol gelost. 


Nr. 3, 





Nr. 3. Kupferbilirubin, in 1°/, Chlorwasserstoff haltendem Methylalkohol gelést. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CIL. Tafel II. 
Zu ,,W. Kiister, Uber das Kupferbilirubin. 17. Mitteilung.“ 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 
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